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OZET

MALATHION iLE OKSIDATIF STRES OLUSTURULAN RATLARDA
FERULIK ASITIN ETKIiSININ BELIRLENMESI

Malathion yaygin olarak kullanilan organofosfatl bir pestisittir. Bu madde, zirai alanda
yararlart oldugu kadar bili¢csiz kullanimi halk sagligini ve ekosistemi olumsuz
etkileyecek zararlara da neden olabilir. Bu ¢alismada malathion ile oksidatif stres
olusturan ratlarda, ferulik asitin olas1 koruyucu etkisinin arastirilmasi amaclandi.
Calismada 42 adet Wistar Albino Rat kullanildi ve alt1 farkli grup olusturuldu; Birinci
Grup negatif kontrol, 2. grup yag grubu, 3. grup pozitif kontrol (30 giin boyunca oral
yolla 27 mg/kg dozunda malathion verildi.) olarak belirlendi. Ayrica diger 4, 5, 6.
gruplara da 30 giin siireyle, giinde bir defa olacak sekilde oral yolla 27 mg/kg malathion
ile beraber sirasiyla giinde 12,5 mg/kg, 25 mg/kg, 50 mg/kg dozunda gastrik gavaj
yoluyla ferulik asit uygulandi. 30 giin siiren ¢alismanin sonucunda ratlardan alinan kan,
kalp, karaciger, bobrek, beyin, akciger ve testis dokularinda antioksidan enzim
aktiviteleri (SOD, CAT), lipid peroksidasyon (MDA), glutatyon (GSH) degerleri analiz
edildi ve histopatolojik incelemeler gerceklestirildi. Ayrica ratlardan alinan karaciger ve
bobrek doku orneklerinden IFN- y, TNF-a ve NFkB proinflamatuvar genlerinin
molekiller analizi gergeklestirildi. Malathion uygulamasi antioksidan enzim
aktivitelerinde azalmaya neden oldu. Ayrica, malathion uygulamasi glutatyon
seviyelerinide azalmaya neden olurken lipid peroksidasyon seviyelerini yiikseltti.
Proinflamatuvar genlerin ekspreyon diizeylerinde artisa neden oldu ve dokularda
histopatolojik degisikliklere neden oldu. Ferulik asit uygulamasi bu olumsuz etkileri
tersine c¢evirdi ve en yiiksek etkisi 50 mg/kg dozda goriildii. Calisma sonucunda,
malathion tarafindan indiiklenen oksidatif strese kars1 dogal antioksidan olan ferulik
asitin etkili bir koruyucu oldugu tespit edildi

Anahtar Kelimeler: ferulik asit, lipid peroksidasyon, malathion, oksidatif stres, wistar
albino rat,



SUMMARY

DETERMINATION OF THE EFFECTS OF FERULIC ACID AGAINST
MALATHION-INDUCED OXIDATIVE STRESS N RATS

Malathion is a widely used organophosphate pesticide. While this substance has
benefits in the agricultural field, its unconscious use may also cause harm that will
adversely affect public health and the ecosystem. In this study, it was aimed to
investigate the possible protective effect of ferulic acid in rats that caused oxidative
stress with malathion. In the study, 42 Wistar Albino Rats were used and six different
groups were formed; Group 1 was determined as negative control, Group 2 as oil group,
Group 3 as positive control (27 mg/kg malathion was given orally for 30 days). In
addition, the other 4th, 5th, and 6th groups were administered orally, once a day for 30
days, with 27 mg/kg malathion and ferulic acid was applied by gastric gavage at a dose
of 12.5 mg/kg, 25 mg/kg, and 50 mg/kg per day, respectively. As a result of the study
that lasted for 30 days, antioxidant enzyme activities (SOD, CAT), lipid peroxidation
(MDA), glutathione (GSH) values were analyzed and histopathological examinations
were performed in blood, heart, liver, kidney, brain, lung and testes tissues taken from
rats. In addition, molecular analysis of IFN-y, TNF-a and NFkB proinflammatory genes
was performed from liver and kidney tissue samples taken from rats. Malathion
application caused a decrease in antioxidant enzyme activities. In addition, malathion
administration caused a decrease in glutathione levels and increased lipid peroxidation
levels. It caused an increase in the expression levels of proinflammatory genes and
caused histopathological changes in tissues. Ferulic acid administration reversed these
negative effects and the highest effect was seen at 50 mg/kg dose. As a result of the
study, it was determined that ferulic acid, a natural antioxidant, has a protective effect

against oxidative stress induced by malathion.

Keywords: ferulic acid, lipid peroxidation, malathion, oxidative stress, wistar albino rat
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KISALTMALAR DiZiNi

CAT: Katalaz

CU : Bakir Iyonu

Cu/ ZnSOD: Bakir-Cinko Siiperoksit Dismutaz
DDT : Dikloro Difenil Trikloretan

DNA: Deoksiribo Niikleik Asit

EPA : Cevre Koruma Kurumu

GSH: Rediikte Glutasyon

GSH-Px: Glutatyon Peroksidaz

GSSG: Yiikseltgenmis Glutasyon

H202: Hidrojen Peroksit

KCN : Potasyum Siyaniir

Kg : Kilogram

LD50 : Lethal Doz

LPA: Lipid Peroksidasyonu

MDA: Malondialdehit

Mg: Miligram

MnSOD : Manganez Siiperoksit Dismutaz
NBT : Nitroblue Tetrazolium

NF-kb: Niikleer Faktor Kappa B

ppm: Milyonda Bir Kisim

ROS: Reaktif Oksijen Tiirler

SOD: Siiperoksit Dismutaz

TOS : Total Oksidan Durum

WHO: Diinya Saglik Orgiitii (World Health Organization)
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1. GIRIS

Artan niifus karsisinda insanoglu, tarima miidahale etmeden ihtiyaglar1 karsilayamaz
olmustur. Bugiin ve gelecekte hizla artmakta olan niifusa kars1 paralel olarak ilerleyen
bir zirai c¢alisma olusmustur. Bu zirai c¢alismayla istenen ihtiyaglar1 karsilama
konusunda artis saglanmis olsa da bu heniiz yeterli degildir. Boylece tiim diinyada
kolayca kabul edilmis olan pestisit ve tarim koruyucu ilaglar giin gectikce daha fazla
kullanilmakta, kullanildik¢a tiiketim piramidine dahil olan insanoglu da bundan payim
almaktadir. Sadece insanoglu i¢in degil, besin piramidindeki tiim canlilar da direkt veya
dolayli yollardan etkilenmektedir. Pestisit ve tarim koruyucu ilaglarin zehirli oldugu
bilinmektedir. Tahmin ediliyor ki, pestisitler her yil 3 milyon kiside 6nemli Olgiide
zehirlenmelere sebep olmakta ve 220 000 kisinin de yasamini yitirmesine neden
olmaktadir (Ojha vd., 2013). Ayrica Diinya Saghk Orgiitii (WHO) niin de yaptig1 bir
arastirma, pestisitlerin ¢ok sayida iilkede zehirlenmelere, hatta 6liimlere neden oldugu
insanliga bildirilmistir (WHO, 1997).

Pestisitler her an her yerde bulunabildiginden dolay1r canlilara yiiksek riskler
olusturmaktadir. Dogada toz halde bulunan pestisitler hava ile taginabilmekte, giivenli
sandigimiz gidalarimiza bulasabilmektedir. Toprakta c¢oziinemeyen pestisitler ise
toprakta kalint1 halde durabilmekte ve yetistirdigimiz iriinlerimizin yapisina biz fark
etmeden katilabilmektedir. Aldrin gibi bazi pestisitler yasaklanmis olup kullanimi
kaldirilmistir. Bazilarmin ise kullanimma kisitlama getirilerek devam edilmistir.
Ulkemizde pestisit alaninda ¢alismalar yetersiz ve ge¢ oldugu icin bu durum ayni
zamanda iilkemize ekonomide zarar olarak geri donebilmektedir. Dogal tarimin
neredeyse bitmek iizere oldugu tiim diinyada bizleri pestisit ad1 verilen bu zehirli

maddeler kusatmakta, giiniimiiz ve gelecek nesilleri tehdit etmektedir.

Organofosfatlar (fosfat esterleri), fosforik asit esterleri olarak kabul edilebilirler.
Pestisitler arasinda organofosfatlar, toplam zehirlenmenin %350’sin1 olustururlar.
Organofosfatlarin  sinirler {izerindeki tahribatinin da ciddi bir tehlike oldugu
bilinmektedir (Karami-Mohajeri ve Abdollahi, 2011). Malathionun ratlar iizerinde
oksidatif stres olusturdugu ve bu oksidatif stresten canlilarin olumuz etkilendigi kabul

edilmektedir. Bu arastirmada oksidan o0zellige sahip malathion maruziyeti ile



olusabilecek oksidatif strese kars1 ferulikasit’in olasi koruyucu etkisinin belirlenmesi

amaclanmaktadir.

Yaptigimiz calismada bir organofosfat olan malathionun ratlarda beyin, karaciger,
akciger, bobrek ve iireme sistemi iizerine olan etkileri goriilmek istenmistir. Bu
sebeple bahsi gecen dokulardan hiicre analizleri yapilmistir. Toplam 30 adet sprague
Dawley soyundan yetiskin erkek rat rastgele olarak se¢ilmis ve gruplara ayrilmistir.
Malathiona kars1 ferulikasitin etkilerini gérmek icin alt1 grup secilmistir. Malathion’un
rat serum parametrelerinin doza bagimli akut siireli etkilerini gérmek amaciyla 12,5
mg/kg, 25 mg/kg, 50 mg/kg ferulikasit dozlar1 incelenmis, total oksidan durum (TOS)
diizeyi, timor nekrozis faktor-alfa (TNF-a) ve lipit peroksidasyon iiriinii olan

malondialdehit (MDA) diizeyi 6l¢tilmiistiir.



2. GENEL BILGILER
2.1 Pestisitler

Pestisitler, pest adi verilen tarim zararlilarinin etkisiz hale getirilmesi amaciyla
kullanilan kimyasallardir. Genis anlamda tanimi; pest adi verilen; tarim kaynakl
iriinlere bulastiklarinda sayisal olarak artarak ya da s6z konusu tarim {irlinlerini
tilketerek tarima zarar veren canlilar1 yasamsal faaliyetlerini sonlandiran maddelerdir.
Pestlerin tarim tirtinlerinin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin bozulmasinda 6énemli bir
etken neden oldugu, verimde g6z ardi edilemez diisiilere ve tiiketicilerde saglik
problemlerine neden olduklar1 bilinmektedir. Pestler arasinda alg, bocek, bakteri,
mantar, rat gibi canlilar vardir. Pestisitler burada bahsi gegen canlilara kars1 dldiiriicii
olarak kullanilmaktadir. Bundan dolay1 isimlerini etki ettikleri canlilardan almaktadirlar.
Ornek olarak; insektleri oldiirenlere insektisitler, rodentleri oldiirenlere de rodentisitler
ad1 verilmektedir (Dogan, 2012). Pestisitleri fiziksel yapilarina gore, etkiledikleri
zararliya gore, zehirlilik derecesi ve kaynaklarina gore smiflandirilabilir. Bu
siniflandirma pestisitlerin farklr alt dallarinin olugsmasina neden olmustur. Pestisitler etki

ettikleri canlilarin tiirlerine gore asagidaki sekilde siniflandirilmaktadirlar.

2.2. Pestisitlerin Etki Ettikleri Canhilarin Tiirlerine Gore Siniflandirilmasi

1. Afisitler: Yaprak bitlerine kars1 kullanilan ilaglar i¢in kullanilmaktadir.
2. Akarisitler: Akarlara kars1 kullanilmaktadir.

3. Algisitler: Alglere kars1 kullanilan pestisitler i¢cin kullanilmaktadir.

4. Arbositler: Agaclara kars1 kullanilan ilaglar i¢in kullanilmaktadir.

5. Fungusitler: Mantarlara kars1 kullanilan pestisitler i¢in kullanilmaktadir.
6. Herbisitler: Yabani otlara kars1 kullanilmaktadir.

7. Insektisitler: Insektlere (bdceklere) kars1 kullanilmaktadur.

o

. Rodentisitler: Kemiricilere kars1 kullanilmaktadir.

Yukaridakiler disinda ovisitler, molluskisitler, avisitler, nematositler vb. gibi pestisitler

de vardir. Yukaridakiler arasinda herbisitler en fazla kullanilanlaridir. Insektisitler de



biitiin diinyada olduk¢a yaygin olarak kullanilan pestisitler arasindadir (Dogan, 2012).
Pestisitlerin ¢ok ¢esitli kimyasal yapiya sahip bilesiklerden olustugu yukarida da
belirtilen smiflandirmadan  kolaylikla anlasilabilmektedir. Oyle ki, etkiledikleri
biyolojik yapilarin ¢ok ¢esitli olmasi, bir kimyasal maddenin tiimiine ayn tesirlikte
etkili olmadigim1 da ortaya ¢ikarmaktadir. Buradaki en Onemli etken ise canlilarin
birbirinden farkli biyolojik yapiya ve fizyolojik &zellige sahip olmalaridir. Bundan
dolay1, bu kadar genis bir araliga sahip olan pestisitlerin takip ve kullaniminda 6nemli

kolayliklar saglayacak bir siniflandirma elzem olmaktadir.

2.3. Pestisitlerin Genel Siniflandirilmasi

1. Etki hizlan

2. Etki sekilleri

3. Etkiledikleri canli ¢esidi (yukarida verilmistir),
4. Zehirlilik

5. Kalicilik

6. Formiilasyon

~

Kimyasal yap1 ve kaynak

En ¢ok kullanilan dort siniflandirma icerisinde, kimyasal yap1 ve kaynak énemli bir yere
sahiptir. Bu smiflandirmaya gore pestisitler dogal organik maddeler, sentetik organik
maddeler maddeler ve inorganik seklinde ti¢ bashkta incelenebilmektedir (Kaya vd.,
2002).

Pestisitlerin siniflandirilmasinda kullanilan diger bir yontem ise zehirlilik tiiriine gore
yapilabilmektedir. Bu smiflandirmada amag insektisitlerin  toksik etkilerinin
anlasilmasidir. Bu siniflandirmadaki amag pestisitlerin hedef ve hedef olmayan
organizmalardaki toksik etkilerinin ve Ozellikle insanlar {izerindeki toksik etkilerinin
anlasilmasidir. Pestisitler sadece kullanildiklar1 hedef canlilara degil, ayn1 zamanda
¢evrede bulunan canlilara da etki etmektedirler. Bu etki alani igerisinde kalan canlilar
arasinda Ozelikle besin zincirinin st smiflarinda bulunan memeliler gelmektedir.

Memelilerde paraziter olarak kullanildiklarindan dolayr yanlis ve/veya gereginden



yiikksek dozda kullanimlart 6nemli kayiplara veya tahribatlara neden olabilmektedir.
Bundan dolay: insektisitlerin toksik kuvvetlerinin iyi bilinmesi gerekmektedir. Toksik
etkilerinin anlasilmasi ve degerlendirilmesi amaciyla ilaglarin LD50 diizeyleri dikkate
alinmalidir (Dogan, 2012). Bundan dolay1 pestisitlerin uygulanmasinda doz
ayarlamalarinda olduk¢a hassas davranmak 6nem arz etmektedir. Tehlike arz eden bu
pestisitlerin kullaniminda Diinya Saglik Orgiiti (WHO) ile Cevre Koruma Kurumu
(EPA)’nun belirledigi toksisite durumlar1 muhakkak dikkate alinmali ve uygulamalar
veriler dogrultusunda yapilmalidir. Pestisitlerin kullanimindan kaynakli zehirlenmeler
dogrudan ya da dolayli olarak ortaya c¢ikabilmektedir. Canlinin tiirli, uygulanan
pestisitin dozu, dozun tekrarlanmasi, ¢evrenin 1s1s1, pestisitin kimyasal yapisi vb. sartlar
zehirlenmelerin ne sekilde ortaya ¢ikacagin direkt olarak etkilemektedir. Canli
viicudunda metabolize olma hiz1 diisiik olan ve birikme egilimi gosteren pestisitler
nitelikli bes kronik zehirlenmeye sebep olabilmektedir. Bu kronik zehirlenmeler
pestisitin fazla dozda ve uzun siire tekrarlanarak alinmasi sonucu gorilmektedir.
Zehirlenme belirtileri bir ay veya daha fazla zaman sonra goriilmektedir. Dokularda
organik degisikliler gelistiginden dolay1 bu tip zehirlenme tedavilerinde ¢ogu zaman
sorunlarla karsilasiimaktadir. Bununla birlikte ani 6liim riski diisiiktiir. In vivo olarak
hizla yikilip viicuttan kisa siirede atilan pestisitler canlida akut bir zehirlenmeye neden
olmaktadir. Bu tip zehirlenmeler bir dozda ortaya ¢ikmaktadir. Akut bir zehirlenme
belirtisi gorebilmek i¢in bu tiir etkili ilaglarin yeteri bir dozda alinmalart ve yiiksek
toksisiteye sahip olmalar1 gerekmektedir. Bununla beraber bazi pestisitler tek dozda
alindiginda etkileri aylar sonra ortaya g¢ikabilmekte, akut bir zehirlenme belirtisi

gostermemektedirler. Bu tip zehirlenmelere gecikmis akut toksikasyon denilmektedir.

Pestisitler hem gelismis tlkelerde hem de az gelismis iilkelerde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Uygun olmayan bazi uygulamalardan dolayr akut zehirlenmelere
sebep olmaktadirlar. Cevre ya da besin kirlilikleriyle birlikte toksisitesi diisiik olan
pestisitler ise insan saglhigma ciddi zararlar verebilmektedir (Dékmeci, 2001:103 ve
Bond vd., 1974).

Yapilan bir arastirmada organofosfatli pestisitlerin kontakt dermatite sebep oldugu
tespit edilmistir (Bonamonte vd., 2001). Pestisitlerden ekosistemi en cok etkileyen

Dikloro Difenil Trikloretan (DDT)’dir. DDT, tiiketici piramidinde son sirada yer alan



insanda bile ciddi sorunlara sebep olabilmekte, yasam sartlarin1 zorlastirmaktadir.
DDT’nin bir¢ok izomeri vardir. Saf haldeyken beyazimsi-krem rengi, kokusuz ve kristal
haldedir. Boceklere etki yolu degme ve mide yoluyladir. insanlarda bu etki genellikle
dolayli yollardandir. Pestisitlerin kullannmiyla birlikte tarimda yiiksek verim elde
edilmistir. Fakat bu verim, beraberinde pestisitlerin zararlarin1 da getirmistir. Pestisitler
dokulara, sistemlere, hiicre yapisina ve hiicre metabolizmasina zarar verebilmektedir.
Ayn1 zamanda pestisitlerden kaynakli radikal olusum da hiicre faaliyetlerini

bozabilmekte hiicrenin oksijen yap1 dengesini olumsuz yonde etkileyebilmektedir.

Serbest radikaller, bilindigi tizere birden ¢ok ortak olmamus elektron ihtiva eden
molekiillere veya atomlara denmektedir. Canli sistemlere ait basta gelen serbest
radikaller: oksijen, oksijenin radikalleri, hidrojen peroksit, siiperoksit, hidroksil radikali
ve gecis metallerinin radikalleridir. Hiicrenin DNA, protein, lipid ve enzim gibi ¢esitli
bilesiklerini etkiledikleri bilinmektedir. Bu hasarlari 6nlemek amaciyla antioksidanlar
savunma sistemi olarak kullanilmakta, zararlar yok edilmekte veya en aza

indirilmektedir (Akkus, 1995).

Pestisitlerin, gliniimiizde kullanilmasi neredeyse kaginilmazdir. Artan niifus goz Oniine
alindiginda, pestisit kullanilmadan tarimdan yeterli verim elde etmek neredeyse
olanaksiz hale gelmistir. Bazi pestisitler yasaklanmigken bazilarina ise kisitlamalar

getirilmistir.
2.4.  Pestisitlerin insan Saghgina Etkileri

Yapilan caligmalarda pestisitlerin norolojik hastaliklar, solunumda giigliik, dogum
bozukluklari, tireme bozukluklari, deri ve endokrinolojik konular iizerinde etkileri
bulunmaktadir (Kesavachandran vd., 2009). Bununla birlikte pestisite maruz kalma ile
timor olusumu, genotoksisite ve hematolojik kanser arasinda pozitif bir korelasyondan

s6z etmek miimkiindiir (Bassil vd., 2007).

2.4.1. Oksidatif Stres

Oksidatif stres kisaca bitki ve hayvan hiicrelerinin, reaktif oksijen ve azot tiirlerinden
zarara ugramasi olarak tanimlanmaktadir. Bir organizmada serbest radikallerin ve diger
aktif oksijen metabolitlerinin asir1 diizeyde olugmasi ve/veya bunlar1 ortadan kaldiran

antioksidan sistemlerinin yetersiz kalmasi durumunda oksidatif stres meydana



gelmektedir (Rahman vd., 2012). Malathion’a bagli oksidatif stress iki saat sonra
saptanmaktadir (Lasram vd., 2008). Canli hiicrelerdeki antioksidan diizeyi diistiigi
zaman oksidatif stres gelismektedir. Bu nedenle hiicre savunma mekanizmasida
antioksidan enzimlerinin aktivite durumu énemlidir (Ince vd, 2010). Oksidatif stres
birgok olumsuzlugu yaninda getirmektedir. Parkinson hastaligi, down sendromu,
yaglanma hizinda artis, kalp hastaliklari, aterogenez, kanser, serebrovaskiiler
bozukluklar, amfizem, bobrek yetmezligi ve karaciger hastaligi oksidatif stresin neden

oldugu hastaliklardandir.

Oksidatif stres dogal olarak gelisen bir mekanizmadir, oksidatif stresi kontrol altina alan
6zel mekanizmalar vardir. Mevcut mekanizmalarin yetersizligi durumunda oksidatif

hasar olusmaktadir (Floyd, 1992).

2.4.2. Serbest Radikaller ve Tiirleri

Birden fazla elektron buluduran veya ortak olmayan (dis yoriingesinde) elektrona sahip
olan molekiiller serbest radikal olarak tanimlanabilmektedir (Clarkson, 2000). Bu
radikallerin reaktif etkisi ¢ok yiiksektir ve diger molekiillerden bir elektronu kolayca
alabilmekte veya elektron verebilmektedirler. Bundan dolay: yiikseltgen veya indirgen
etki gostermektedirler. Ayrica reaktif etkinin yiiksek olmasi nedeniyle radikallerin
cogunun biyolojik sistemlerdeki yarilanma omiirleri oldukc¢a kisa olmaktadir. Viicuttaki
tim hiicrelerde normal olarak serbest radikal tiretimi durmaksizin olusmakta ancak bu
durum beraberinde birgok hastaliga neden olabilmektedir (Young, 2001). Sekil 2.1’ de

doku hasarinin olugumu gosterilmektedir.

Serbest radikallerin kaynagi nitrojen veya oksijendir. Reaktif nitrojen tiirleri (RNS)
nitrojen kaynagindan olanlar, reaktif oksijen tiirleri (ROS) ise oksijen kaynakli
olanlardir (Valko, M. ve ark., 2007). Reaktif oksijen tiirleri (ROS) sunlardir; hidroksil
(OH-), siiperoksit (O2 - ), alkoksil (RO- ), peroksil (ROO- ) ve lipit peroksil (LOO- ).
Reaktif nitrojen tiirlerinde de nitrojen dioksit (NO2) ve nitrik oksit (NO- )’i saymak
miimkiindiir (Valko vd., 2007; Pham-Huy vd., 2008).



Serbest Radikal Yapumn:i

Endojen Etmenler

Cevresel Etmenler \-

OH
Protein Hasari DNA Hasar Lipit Peroksidaswonu

Doku Hasar:

Sekil 2.1 Hiicre hasari (Serbest radikallerden kaynakli) (Aslan ve ark., 1995)

2.4.3. Malathion

Malathion tarimda, sivrisinek eradikasyonunda, hasere ile miicadele programlarinda
kullanilan bir pestisittir. En sik Amerika Birlesik Devletleri’nde insektisit (bocek
Oldiiriici) olarak kullanildigr bilinmektedir. Malathion genel sekli sekil 2.2°deki
gibidir:

Sekil 2.2 Malathion Genel Sekli

Malathion bir organofosfat insektisidir ve asetilkolinesteraz inhibitorii olarak islev
gormektedir. Malathion iilkemizde ve diinyada zirai miicadelede kullanilmaktadir.
Hedef olmayan canlilarda da toksik etkiye neden olmakta ve basta memeliler bu toksik

etkiye maruz kalmaktadir.

Malathion ile zehirlenmeler iriiniin safligi ve maruz kalma yollan iligkilidir (Karmin,
2000). Beslenmede alinan protein diger etkenlerdendir. Malathion’un toksisitesi ratlarda
protein alimiyla ters orantilt oldugu bildirilmistir (Carlson, 1987). Malathion yaygin

kullanildiginda insanlarda bazi akut ve kronik zehirlenmelere yol agabilmektedir.



Asetilkolin esteraz, malathion gibi organofosfatli bilesikler tarafindan inhibe edilmekte,
asetilkolinin birikmesine neden olmaktadirlar (Hazarika vd., 2003). Organofosfatlarin
hayvanlarda ve insanlarda oksidatif strese neden oldugu bilinmektedir (Akhgari vd.,
2003). Malathion, oksidatif stress (Alp vd., 2011), metabolik bozukluklar (Lasram vd.,
2009) ve immunotoksisite (Nain vd., 2011) gibi ¢esitli biyotransformasyonlar ile
iligkilendirilmistir. Malathion’un en Onemli biyotransformasyonu karacigerde
gorilmektedir. Bundan dolay1r malathiona bagli toksisite s6z konusu oldugunda

enzimlerle ilgili glukoz dengesi ve tliretiminde akla gelen ilk organ karaciger olmaktadir

(Yang vd., 2000).

2.4.4. Malathionun Olusturdugu Doku Hasar1

Oksidatif stres indiiksiyonu, asetilkolinesteraz inhibisyonu, karacigerde hasarlar ve
bobrek fonksiyonlarinda bozulmalar malathion toksikasyonu ile yakindan iliskili oldugu
diisiiniilmektedir. Toksik maddelerin ya da ilaglarin viicuda oral yoldan girmesiyle
karacigerde detoksifikasyon gerceklestirilir. Bu toksik maddeler az iyonize ve yagda
¢ozinlir sekilde oldugunda barsak hiicre membranindan gegebilmekte ve viicut
tarafindan absorbe edilebilmektedir. Ayrica bu maddeler hizla karacigerde tutulmakta
ve metabolize edilmektedirler.

Yapilan g¢alismalarda alanin aminotransferaz, laktat dehidrogenaz, kreatinin kinaz,
aspartat aminotransferaz, alkalen fosfataz gibi karacigere ait enzim bloklarinin serum
seviyelerinde azimsanmayacak yiikselisler fark edilmis ve bu yiikselislerle birlikte

karacigerde olasi hasar gozlemlenmistir. (Lasram vd., 2014).

Toksik hasara ugrayabilecek diger bir organ da bobrektir. Bobre yetmezlii zararh
maddelerden kaynakli bobrek yetmezligi az olarak rastlanilan bir hastaliktir. Morfolojik
olarak incelemek (mikroskopik), kanda iire ve kan kreatinini galisarak olusabilecek olasi

hasarin izlenmesi 6nem arz etmektedir (Lasram vd., 2014).

Bu calismada ferulik asidin etkisi incelenecektir. Fenolik bir bilesik olan ferulik asit,
bitkilerin tohum ve yapraklarinda mevcuttur. Ozellikle bugday, yulaf, piring, portakal,
enginar ve ananas gibi bitkilerde olduk¢a fazla miktarda bulunmaktadir.
Hidoksisinnamik asit ailesine mensup olup kimyasal yap1 olarak zerdegala benzer (Ojha
vd., 2015). Ferulikasitin benzen halkasinda elektron veren gruplarin olmasi sayesinde

zincir sonlandirma reaksiyonlart meydana gelmektedir. Ayn1 zamanda, ferulik asitin



komsu karbonlar1 arasinda ¢ift bagh (doymamis) karboksilik asit grubuna sahiptir. Bu
durum ferulik asiti ayn1 zamanda iyi bir membran koruyucusu yapmaktadir. Yapilan
caligmalarla, ferulik asit’in nitrikosit, hidroksil radikalleri ve siiperoksit gibi serbest
radikalleri etkisiz hale getiren bir antioksidan oldugu belirlenmistir (Sung vd., 2014;
Mancuso and Santangelo, 2014).

2.5.  ANTIOKSIDANLAR

Gidalarin antioksidan igerikleri ve antioksidanlarin biyoyararlanimlar1 bir¢ok nedene
bagli olabilmektedir. Bunlara gida maddesinin cinsi, iklim sartlari, depolama ve
muhafaza ortaminin 1sis1, hasat zamani ve hasat yontemleri, gidanin hazirlanmasi, nem,

151K, kisi ve toplumlarin tiiketim aliskanliklar1 6rnek verilebilmektedir (Y1lmaz 1.,2013).

Giiniimiizde antioksidan aktiviteye sahip olan bir¢ok bilesik bilinmektedir. Endojen
kaynakli antioksidanlar1 enzimatikler ve enzimatik olmayanlar olarak siniflandirmak
miimkiindiir. Antioksidan enzimler hiicresel seviyede etkili olan enzimatik sistemler
iginde birincisidir. Bunlara siiperoksit dismutaz , katalaz ve glutatyon peroksidaz, 6rnek
gosterilebilmektedir. Bu birinci enzimatik sistemin serbest radikal zararlarina karsi ana
savunma unsuru oldugu sdylenebilmektedir. Enzimatik olmayan antioksidanlara da N-
asetilsistein, indirgenmis glutatyon (GSH), taurin, melatonin, karotenoidler ve tiyoller

gibi protein olmayan siilfhidrillleri saymak miimkiindiir.

Reaktiktif Oksijen Tiirleri (ROS)’nin diizensiz bir sekilde artmasinda dolay1 oksidatif
stres olusur. Biyolojik sistemler bu oksidatif stresin hasarlarina karsi kendilerini
antioksidan denilen savunma sistemi ile korumaktadirlar. Antioksidanlar, oksidasyon

hizini azaltabilmekte veya durdurmaktadirlar (Kohen ve Nyska, 2002).

Antioksidan enzimlerin oksidatif stres altinda indiiklenebilirligi 6nemli bir 6zelliktir. Bu
indiiklenmeler oksidatif strese karsi 6nemli bir adaptasyon olusturmaktadir. Fakat bu
stresin artma durumlarinda adaptasyon diizeyi baskilanabilmektedir. Hiicrelerin en
onemli antioksidan savunma sistemleri SOD ve CAT’tir. SOD ve CAT Kkirleticilere

kars1 ilk savunmay1 yaparak giiclii bir hat kurmaktadirlar. (Kaya, 2010).

2.5.1. Enzimatik Kaynakh Antioksidanlar
2.5.1.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD)
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Stiperoksit dismutaz (SOD), olduk¢a etkin bir in vivo enzimatik antioksidan
grubundadir. Bir katalizor gorevi yiiklenerek siiperoksit radikallerinin gorev aldig
durum zararlilik etkisi az olan hidrojen peroksite doniismesidir. SOD, Siiperoksit ve
ROS radikallerine karsi savunma mekanizmasi olusturan basta gelen antioksidandir.
Oksijen radikaline karsi koruyuculugu olan 6nemli enzimlerden biri de siiperoksit
dismutazdir. Gereginden ¢ok oksijeni detoksifiye yapmak i¢in kullanilan kofaktorlerine
gore enzim gruplarinin isimleri verilmektedir.

Stiperoksit anyonlar1 sulu ortamlarda reaktif degillerdir. Reaktiflik ve sitotoksik agidan
hidroksi radikali ve singlet oksijeni serbest oksijen radikalleri arasinda en basta
gelmektedir. Bu iki radikal hidrojen peroksit ve siiperoksit anyonunun birbirleri ile

reaksiyona girmelerinden dolay1 serbest demir iyonunun da araciligiyla olusur.

Aktif bolgesinde manganez bulunan Mitokondri matriksinde SOD’un 6zel bir formu
vardir. Radyasyon ve hipoksiye bagli streste MnSOD’un ekspresyonunun arttigi
bilinmektedir. intermembranda bulunan sitokrom ¢ O? ile azalr. Sitokrom c¢’nin
azalmasi ile solunum zincirinde bazi elektronlarin kagisi olabilmektedir. Sitokrom ¢’nin,

ROS’a kars1 temizleyici role sahip oldugu distiniilmektedir (Qaroot, 2013).
2.5.1.2. Katalaz (CAT)

Bir¢ok hiicrede var olan katalaz enzimi, hiicre icerisinde en ¢ok peroksizom denilen
yerde bulunmakta (Ighodaro ve Akinloye, 2018), H202’nin suya ve molekiiler oksijene
parcalanmasinin katalizlenmesinde gorev almaktadir (Eren, 2015).

1901 Senesinde O. Leew, katalaz enzimini bulmustur. Yine ilk defa karaciger
dokularindan izole edilmesi Dounce ve Summer tarafindan 1937 yilinda
gergeklestirilmistir.

Katalaz’in karaciger ve eritrositlerde giiclii bir aktiviteye sahip oldugu bilinmektedir
(Valko vd., 2007). Beyin, iskelet kaslar1 ve kalp kasinda CAT’in diisiik miktarlarda
oldugunu séylemek miimkiindiir. CAT ve GSH-Px, hidrojen peroksidi su ve atomik
oksijene indirgedileri 6nceki ¢alismalarda belirtilmistir (Caylak, 2011).

CAT, SOD’nun katalizledigi reaksiyon sonucunda olusan H20O2’nin fenton
reaksiyonlartyla ( Fe+2+ H202 — OH- +OH+1+Fe+3 ) hiicreler icin hidroksil
radikaline doniismeden yok edilmesi igin olduk¢a 6nemli bir enzimdir (Dantas vd.,

1996). Sitozolik bir enzim olan CAT, kirleticilerin etkisiyle indiiklenebilmektedir. Ayn1
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zamanda zamanda hidrojen peroksiti katalizleyerek su ve molekiiler oksijen olusturan
onemli bir antioksidan enzimdir. Baliklarin 6zellikle karaciger dokusunda daha yiiksek
diizeylerde bulunmaktadir. Bu durumun karacigerin detoksifikasyon organi olmasindan
kaynakl1 olabilecegi diistiniilmektedir.

2.5.1.3. Malondialdehit (MDA)

Biyolojik sistemlerde oksidatif stresin odlciilmesinde MDA’nin  spektrofotometrik
6l¢timii yaygin bir yontemdir (Qaroot, 2013).

Lipit peroksidasyonu, hiicre zar1 igerisinde bulunan doymamis yag asitlerinin serbest
oksijen radikalleri yardimi ile alkollere, yag asitlerine, aldehitlere vb. maddelere
olusmasiyla gerceklesen reaksiyonlara denir.

MDA’nin lipid peroksidasyonunda en 6nemli iiriin oldugu belirtilmektedir. MDA nin
olugsmasi i¢in yag asitlerinin peroksidasyonunda {i¢ ya da daha fazla kovalent bag
bulunmasi gerekmektedir. MDA hiicre membranlarindaki iyon alisverisini etkilemekte
ve membrandaki bilesikler ¢apraz bir baglama sekline yol agmaktadir. Béylece enzim
aktivitesi ve iyon gecirgenligi farklilagsmasi gibi kotii sonuglarin ortaya ¢ikmasi
goriilebilmektedir (Moslen, 1994). Plazma lipid hidroperoksitleri ve MDA bilesiklerin
artmasi, oksidatif stresin kemoterapi tedavisi goren hastalarda goriilebildigine isaret
etmektedir (Clemens vd. 1997; Lin, 2002).

2.5.1.4. Rediikte Glutatyon (GSH)

Glutatyon, mitokondrilerin saglikli bir sekilde caligmasi i¢in gereklidir. Hasar gormiis
veya islev bozukluguna sahip olan mitokondrilerin kanser olusum asamasinda kritik
bir yere ve dneme sahiptir. Mitokondriler toksinler veya baska bir nedenle ¢alismazsa,
hiicre solunum igin oksijen yerine glukoz Kkullanarak daha ilkel bir forma
gecebilmektedir. Bu durumda kanserlesme olusmaktadir. Rediikte glutatyon (GSH),
oOksidatif strese karsi hiicre igeriginin ayni kalmasinda onemli role sahip olmakla
beraber yapisi (L-y- glutamil-L-sisteinil-glisin) tripeptid seklindedir. Glutatyon (GSH),
hiicrede miktar1 en fazla olan ve yapisinda protein bulundurmayan bir tiyol bilesigidir
(Banerjee vd., 2003). Redoks olusumlarinda substrat olarak bulunan rediikte glutatyon,
giiclii bir direnci reaktif oksijen tiirlerine kars1 gostermektedir (Kinnula vd.,2004).
GSH, glutatyonun indirgenmis formudur, glutatyon disiilfit (GSSG) ise okside
formudur (Valko vd, 2007). Siddetli bir oksidatif stres varligi hiicrenin GSSG’nin
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GSH’a indirgenmesini engelleyebilmektedir. Bundan dolayr GSSG’nin sitozolde
birikmesine neden olabilmektedir. GSSG aktif olarak hiicreden disari taginirsa veya bir
protein siilfhidril ile tepkimeye girerek karma disiilfit olusturursa redoks dengenin
bozulmasi Onlenebilmektedir. Hiicresel GSH, siddetli oksidatif stresten dolay1
tikkenebilmektedir. (Lu, 1999).

Glutatyon, hiicrede indirgen formda bulunmaktadir ve viicut igerisinde glisin, sistein ve
glutamattan sentezlendigi bilinmektedir. Glutatyon, bir substrat olarak GSH redoks
dongiisiinde hidroksil radikalleri ile singlet oksijenin temizliginde gorev almaktadir.
Serbest radikalleri direkt olarak temizlemekle beraber GSH-Px ile beraber enzimatik bir
etki de gostermektedir. GSH’1n, hiicrelerde enzimlerin ve diger hiicre i¢i bilesenlerin
rediikte halde kalmamalari igin elzem bir rolii vardir. GSH karacigerde en fazla

sentezlenmekte ve %40 civarinda bir orani safra ile atilmaktadir.

Glutatyon endojen peroksidlere karsi okside olarak onlari indirgemekte ve glutatyon
peroksidaz bu reaksiyonu katalizlemektedir. Glutatyonun hiicreyi etkin bir sekilde
koruyabilmesi i¢in biiyiik kismi (yaklasik %90) rediikte halde tutulmalidir. Glutatyonun
Glutatyon Rediiktaz’la indirgenmesi reaksiyonu NADPH’a ihtiya¢ duydugundan dolay1
heksoz monofosfat ile baglantili oldugu disiiniilmektedir (Sézmen vd., 2002;
Memisogullari vd., 2003; Vincent vd., 2004; Cherebuni vd., 2005).

Rediikte glutatyon (GSH)’ta aktif bir siilfidril (-SH) grubu bulunmaktadir. Neredeyse
biitin hayvansal hiicrelerde ve bakterilerin bazilarinda bulunmaktadir (Meister ve
Anderson, 1983; Meister, 1995). GSH’in oksitlenebilirlik 6zelligi 6zellikle H,O, nin
elemine edilmesinde 6nemli bir yer tutmaktadir (Calberg ve Mannervik 1985; Akkus,
1995).

13



3. MATERYAL ve METOT

3.1.Hayvan Materyali

Fiziksel olarak ortalama agirliklar1 200-300 gram arasinda degisen erkek wistar albino
tiirii ratlarin analizde denek olarak kullanilmas1 i¢cin Afyon Kocatepe Universitesi Deney
Hayvanlar1 Unitesinden destek almarak temin edilmis ve ¢alismada kullamildi.
Calismanin analiz siireci yine ayn1 yerde yapildi. Ratlar belirli gruplara ayrildi ve deney
asamasinda ge¢ilmeden 6nce 7 giin uyum saglamasi maksadiyla bekletildi. Erkek wistar
albino tiirii ratlar siirekli olarak havalandirilan, 12 saat 151k , 12 saat karanlik ortam ve
sicakligr 24+1 °C olan deney hayvanlari boliimiinde kafeslerde bulunduruldu. Ratlara
standart yem ve adlibitum su verildi. Giinliik bakim ve ihtiyaglar1 diizenli olarak
goriildii, yapilan uygulamalar belirtilen siire icerisinde itina ile siirdiiriildii. Caligmaya
baslamadan once etik kurulunun uygun bulmasiyla Afyon Kocatepe Universitesi

Hayvan Deneyleri Etik Kurulundan alindi.
3.2.Deneysel Asama

Ratlar her grupta 7'ser adet olacak sekilde, g¢alismanin deney asamasi 30 giinliik
periyotta siirdiiriildi. I. Grup: Kontrol grubu, II. Grup: Misir yagi grubuna 0.5 ml misir
yagt, III. Grup Malathion grubunda ratlara gastrik gavaj yoluyla 0.5 ml misir yag
icerisinde ¢ozdiiriilen 27 mg/kg dozunda malathion, IV. Grup: Ferulik asit ve malathion
grubunda ratlara 0.5 ml musir yag igerisinde ¢ozdiiriilen 27 mg/kg dozunda malathion
ve 0,5 ml 12,5 mg/kg Ferulik asit, V. Grup: Ferulik asit ve malatiyon grubunda ratlara
0.5 ml musir yag1 igerisinde ¢ozdiiriilen 27 mg/kg dozunda malathion ve 25 mg/kg
ferulik asit, VI. Grup: ferulik asit ve malathion grubunda ratlara 0.5 ml misir yag
igerisinde ¢ozdiiriilen 27 mg/kg dozunda malathion ve 0,5 ml 50 mg/kg ferulik asit
gastrik gavaj ile verildi. Calismada kullanilan olan malathion (Kalender et al., 2010;
Ince et al., 2017) ve Ferulik asit (Lalith Kumar and Muralidhara, 2014; Adefegha et al.,

2016;) verilme miktarlar1 daha dnce yapilan ¢calismalar esas alinarak belirlendi.
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3.3. Anestezi ve Sakrifikasyon Asamasi

Ratlara son uygulamalardan 24 saat sonrasinda deney hayvanlaridan ketamin ve ksilazin
anestezisi altinda intrakardiyak olarak kan ve ayrica karaciger, akciger, bobrek, kalp,
testis ve beyin dokular1 alinacak, hizli bir sekilde laboratuvarda on islemleri
gerceklestirildi. Anestezi bitiminde intrakardiyal olarak EDTA bulunan enjektor
yardimi ile yaklagik 3-5 cc kan alabilmek amaciyla gogiis kafesi igerisinden alindi.
Ardindan zaman kaybetmeden servikal dislokasyon yapildi ve boylelikle sakrifikasyon
stireci de tamamlandi. 10 dakikada 3000 devir/dk’da kan numunesine ait plazmalar
santrifiijjden yararlanilarak ayristirildi. 1,5’luk ependorf tiiplerinde ayristirma yapilan
plazmalar -80 °C ‘de tutularak analizleri gerceklestirilenceye kadar muhafaza edildi.
Albino ratlar sakrifiye isleminden sonra 6nceden agilmig olan gogiis kafesinin yanindaki
batin bolgesi de cerrahi yollarla agildi ve ratlarin karacigerler dokulari alindi.
Dokulardan birer parca biyokimyasal ve molekiiler boyuttta analiz amaciyla -80 °C de

saklandi, diger boliimler histopatolojik izlenmek {izere alind:.
3.4. Doku Homojenizasyonu

Winterbourn ve ark. (1975) tarafindan gelistirilen metod Eritrositlerin hazirlanmasinda
kullanildi. Bu amagla eritrositlerin, kan 6rneklerinin santrifiijlenmesi (3500 rpm, 15
dakika, 4 °C) ve akabinde 3 defa izotonik tuzlu su tampon ¢6zeltisi (pH 7.4) ile temas
ettirilerek meydana getirildi ve eritrositler esit bir hacim ile izotonik salin tampon
soliisyonu ile Eppendorf tiiplerine bosaltildi. Tam olarak -20 +1 °C’de flakonlarda
bekletildi. Analize baglamadan 6nce, soguk deiyonize su ile eritrosit slispansiyonunun
ol¢iim igin hazir hale getirilmesi saglanildi. Doku numunelerinin hazirlik asamalar1 Ince
ve ark. (2014) *nin belirttigi asamalarma gore olusturuldu. Ozetle hayvanlarin sakrifiye
edilmesi ve beyin, akciger, testis bobrek, kalp ve karaciger dokulari soguk tutulmus
izotonik tuzlu su tamponundan yararlanilarak yikama islemi gergeklestirildi. Dis
yiizeyinde bulunan doku pargalarindan ayristirildi ve sogutulmus Tris-HCI tamponu
(0.15 M, pH 7.4) icinde temizleme ve durulama islemi yapildi. Doku orneklerinin
parcalanarak olusturulan homojenatlar1 (%10, w/v) bir Tris-HCI tamponu kullanilarak
hazir hale getirildi. Karistirma islemi bitip iyice homojenize olan dokular 3500 rpm'de 4
°C'de yaklasik olarak 10 dakika boyunca santrifiij islemi yapilarak, 6lgme islemine

kadar -20 °C'de muhafaza edildi. Lipid peroksidasyon parametreleri dahil olmak {izere
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MDA, GSH, SOD ve CAT olgme islemi igin eritrositlerin ve dokularin uygun

homojenatlarindan yararlanildi.

3.5. Siiperoksid Dismutaz (SOD) ve Katalaz (CAT) Akivitesinin Tayini

Oksidatif stresin olusturdugu hasara karst SOD ve CAT, hiicrelerin korunmasinda
biiyiik bir 6neme sahiptir (Guerin vd., 2001). Eritrosit lizat1 ve doku 6rneklerinin SOD
aktifligi, onceden de ifade edilen Sun vd., (1988) prosesler ile takip edildi ve yapildi. Bu
metodun olusma metodu, bir siiperoksit siireci meydana getiren ve stiperoksitin bir
belirteci olarak nitroblue tetrazolyumu (NBT) mavi formazon'a indirgeyen ksantin
oksidaz ve ksantin arasindaki tepkimelerden olusmaktadir. Spektrofotometri cihazinda
560 nm'de uygulandi. SOD etkinligi birim olarak dokuda g protein basina U, eritrositte
ise U/gHb seklinde belirtildi. CAT etkinliginin 6l¢timii, Aebi (1974) ve Luck (1963)” un
bildirilen yontemleri gore yapildi. Bu yontemlerin prensibi, katalaz tarafindan hidrojen
peroksidin su ve oksijene ayrilmasi prensibine dayanir. Hidrojen peroksit, maksimum
absorbsiyonu UV spektrumda 240 nm'de Kkarsilasilir. 45 saniye boyunca, oda
sicakliginda 240 nm'de indirgeme hizi Slgiildii ve eritrositte k/gHb ve dokuda k/ug
protein (k; nmol/dk) belirtildi. Dokularda bulunan proteinler ve eritrositler hemoglobin
ihtivast Lowry vd. (1951) ve Drabkin ve Austin (1935) gore dl¢iimler yapilarak temin
edildi.

3.6. Malondialdehit (MDA) ve Rediikte Glutatyon (GSH) Tayini

Lipid peroksidasyonunun (LPO) giivenilir bir biyolojik belirteci olarak malondialdehit
seviyesinden faydalanildi. MDA, Draper ve Hardley (1990) ve Ohkawa ve
arkadaglariin (1979) yaptiklari ¢alismalar 6rnek alinarak tam kan ornekleri ve doku
homojenatlar1 bu yontemle yapildi. Bu yontemler, tiyobarbitiirik asit ve MDA
tepkimesinden elde edilen rengini trofotometrik olarak degerlendirir. MDA yogunlugu,
tiyobarbitiirik asit-MDA birlesiminin absorbans katsayisi ile belirlendi. Cift 1ginl
spektrofotometre cihazi Kullanilarak 532 nm'de tespit edildi (Shimadzu 1601, Tokyo,
Japonya).

Reaktif oksijen gesitlerine karst GSH, enzimatik olmayan bir savunma mekanizmasinin
ana kaynagidir. Tiikketimi sonucunda oksidatif stres ile indiiklenebilir (Guerin vd.,
2001). Doku ve kan orneklerindeki GSH yogunlugu, 6nceden Beutler vd., (1963)
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tarafindan agiklandig: gibi belirlendi. Ozetle, 6rnekler (0,2 ml) ve damitilmis su (1,8 ml)
ile tiiplere konularak karistirma islemi yapilir, numuneye 3 ml ¢okeltme soliisyonu (1,67
g HPO3, 30 g NaCl, 0,2 g EDTA, 100 ml distile suda) eklenildi. Bu ¢ozeltide, yaklasik
olarak 5 dakika kadar tutulur ve ardindan siiziilmesi sagland1 (Whatman No. 42). Ortaya
¢ikan siiziintii (2 ml) baska bir tiipte 0.3 M Na2HP04 (8 ml) ve 5,5-Dithiobis (2-
nitrobenzoik asit) (1 ml) ile birlikte karigtirildi. 412 m’de yapilan spektrofotometrik
Ol¢timle optik yogunluk tespiti (Shimadzu 1601 UV-VIS spektrofotometre, Tokyo,
Japonya) gercgeklestirildi.

3.7. Histopatolojik Degerlendirme

Kalp, beyin karaciger, bobrek, akciger dokular1 toplanan Disseke ratlar1 %10 oraninda
formaldehit soliisyonunda bekletildi. Histolojik doku takip talimatlarina uygun olacak
sekilde bu dokular analiz edildi. Doku 6rnekleri parafin bloklarin igine yerlestirildi.
Yaklasik olarak 5-6 pm kalinliga sahip parafin Kesitlerinin kesiminden sonra
hematoksilen-eozin boyamasi yapilarak, Nikon, Eclipse Ci, mikroskobunda tayin edildi.

Histolojik doku takip metodu asagida anlatilmistir.

3.7.1. Doku Takibi

Olgiimlerin  gergeklestirilebilmesi icin % 10’luk tampon ihtiva eden formalin
¢ozeltisinde testis, beyin, kalp, bobrek, karaciger ve akcigerden temin edilen pargalar
arastirildi. Doku numuneleri 2-3 mm kalinligina sahip ve uygun olgiilerde kiigiiltme
islemi yapilarak doku numune takip kaplarinin igine alindi. Siirekli olarak akan su
igerisinde 10 saat kadar yikama yapildiktan sonra oncelikle 50 ve 70, 80, 96’lik ve
absoliit alkol ve ksilol, ksilollii parafin daha sonrasinda 58 C°’de erimis parafinde ikiser
saat birakilmistir ve yine parafin icerisine yerlestirilmistir. Mikrotom (Leica, RM 2245)
ile parafin bloklar1 5 mikron kalinliga sahip olgiilerde kesilerek alinan numuneler su
banyosundan (Leica, HI 1210) lamellere alindi. Yaklasik olarak on bes dakika kadar
etiivde bekletilip nemini atmasi saglandiktan sonra histopatolojik metotlarda tahlil verisi
elde edebilmek igin kullanildi. Tiim parga kesitler sirasiyla 50, 70, 80 ve 96’lik alkol
oralari ile ksilol tutularak hematoksilen-eosin boyama yontemi (HE) ile metotlara uygun
bir sekilde boyama islemi yapildi (Luna, 1968). Boyamalar1 uygun olarak yapilan
numuneler, 151k mikroskobunda (Nikon, Eclipse Ci, Tokyo, Japan) analiz edildi ve
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numunelerden mikroskobik &lgiitlerde fotograflar alindi (Nikon DS Fi3, microscopic

digital camera systems, Tokyo, Japan).
3.8. Molekiiler Analizler

Numunelerin dokusundaki hasar ile ilgili yangisal genlerin ekspresyon seviyeleri incele
ndi. RNA izolasyonu, RNA’larin Kalite Tespiti, cONA Eldesi ve DNaz Uygulamasi; U
ygulama neticesinde albino ratlarda tedarik edilen bobrek ve karaciger doku numuneleri
RNAlIater solusyonu igerisine aktarildi. -80°C’de siire¢ bitene kadar muhafaza edildi. -8
0°C’den ¢ikartilan doku 6rnekleri RNA izolasyonu igin hazirlandi. RNA izolasyonu RN
A Purifikasyon Kiti kullanilarak gergeklestirildi. Karaciger ve bobrek doku drneklerinde
n ayrigtirtlan RNA’larin miktar ve uygunlugu MultiskanTM FC Mikroplate Fotometre ¢
thazinda uygun dalga boylarinda 6l¢iilerek, gruplara ve dokulara gore ayristirilan RNA
miktarlart cDNA eldesinde toplamda 1pg RNA olacak sekilde hesaplanarak kullanildi.
Mevcut RNA’lar izerinden DNA’y1 ayristirmak igin 1 pg kalip RNA, 1 pl 10X Reaksiy
on Soliisyonu, 1 ul RNaz igermeyen DNaz I ilave edilip ve dietil pirokarbonat ile haci
m 10 pl’ye tamamlanarak 30 dakika 37°C’de ve 10 dakika 65°C sicaklikta inkiibasyona
alindi. DNaz I uygulanan RNA’dan RevertAid H Minus Single Strand cDNA Sentez Kit
I ile cDNA alindi. Primer Tasarimi; Analizde tasarladigimiz primerler NCBI internet adr
esinden Rattus norvegius’a 6zgii f-aktin, NFkB, TNF-a, ve IFN- y genlerine ait mRNA
dizileri kullanilarak ve FastPCR 6.0 (Kalendar vd., 2009) programindan faydanildi ve u
ygunlugu kontrol edildi. Primer dizileri ve gen bankas1 numaralari ¢izelge 3.1’de verilm
istir. Real-time PCR; Deney gruplari igerisindeki gen ekspresyon diizeylerindeki bezerli
k ve farkliliklar1 tespit etmek nedeniyle real- time PCR ve 6zgii primerlerden faydalanil
di. Belirlenen genlerin ve housekeeping gen (B-Aktin) ekspresyonu, karaciger dokusund
an temi edilen numuneler Bio RAD real-time PCR’da tayin edildi. Akabinde Real-time
PCR’da olusturula sonuglar analizi Bio RAD CFX Manager 3.1 yazilimi iizerinde uygu
n bir sekilde yapildi. PCR karigimi, 1 pl revers primer (10 pmol), 1ul forward primer (1
0 pmol), 10 pl SybrGreen karisimi 1 pul cDNA ve 7 ul su eklenerek, hacim 20 pl’ye tam
amlanarak diizelendi. Amplifikasyon isleminde 6ncelikle; primer yapigsmasi, denatiirasy
on ve zincir uzatma olmak iizere daha sonra elde edilen amplifikasyon egrilerine ait ola
n dongii esigi (Ct) parametrelerinden hareketle, hedef genlerin mRNA ekspresyon diize

ylerinin nisbi degisimleri 2-AACt metodu ile hesaplandi (Pfaffl, 2001).
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Bu durumda;

ACt = (Cthedef gen — Ctbeta actin)denek grubu — (Cthedef gen — Ctbeta actin)kontrol grubu

denkleminden yararlanildi. Bulunan sonug i¢in ayr1 olarak her bir gen i¢in 2-ACt formiil
tine yerlestirilerek mRNA ekspresyon diizeyine eklenecek sekilde artis veya azalma bigi
minde tespit edildi. Endojen kotrol geni olarak B-aktin geni kullanildi.

Cizelge 3.1 Calismada Kullanilan Primer Dizileri

Gen Oligoniikleotit Dizisi Gen Bankasi No

B-Aktin F GAGGGAAATCGTGCGTGACAT NC_005111.4
R | ACATCTGCTGGAAGGTGGACA

NF«xB F | TCCCCAAGCCAGCACCCCAGC NM_199267.2
R | GGCCCCCAAGTCTTCATCAGC

TNF-a (Takahashi vd., 2018) | F CGAGTGACAAGCCCGTAGCC NM_012675.3
R | GGATGAACACGCCAGTCGCC

IFN-vy F | AAGACAACCAGGCCATCAGCA | NM_138880.3
R | TTCACCTCGAACTTGGCGATGC

3.9. istatiksel Analiz

Gruplar igerisindeki farkliliklar ve ortalamalar Duncan analizi, Varyans Analizi ve

Windows yazilimi1 SPSS 15.0 programi i¢inde hesaplandi.
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4. BULGULAR

Materyal ve metod boliimiinde anlatilan asamalar ile ¢alisma siiregleri olusturuldu.
Deneklerden alinan beyin, akciger, karaciger, kan, bobrek, kalp, ve testis dokularinin
analizleri yapilmistir. Elde edilen sonuglarin analizlerinin istatistiki hesaplamalar ile

asagida belirtilen sonuclara ulagilmistir.
4.1 Oksidatif Stres Parametrelerindeki Degisimler

Calismamizdaki deneme ve kontrol gurubundan alinan kan, bobrek, beyin, kalp,
karaciger, akciger, testis doku orneklerinde MDA, GSH, SOD VE CAT diizeyleri
hesaplandi. Arastirma sonunda bu sonug¢larin dokulardaki diizeylerine ait bulunan
bulgularin istatistiksel degerleri ve karsilastirmalar asagidaki ¢izelgeler ve grafikler ile

sunuldu.
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4.1.1 Dokularda ve Kanda MDA Diizeyi

Cizelge 4.1’ de MDA diizeyinin doku ve kandaki degisimleri gosterilmektedir. Sadece malathion uygulanan doku ve kan incelendiginde

MDA diizeylerinde ferulik asit uygulanan gruplara gore artisa neden oldugu sonucuna varilirken, ferulik asit ile birlikte birbirinden farkli

olarak uygulanan dozlarda uygulandiginda MDA diizeylerinin sadece malathion verilen gruba gore 6nemli derecede kontrole yaklastirdig

tespit edildi.

Cizelge 4.1 Kanda ve Dokular igerisindeki MDA Diizeyi

MDA Kan Bobrek Karaciger Kalp Beyin Akciger Testis
(nmol/ml) (nmol/g doku) (nmol/g doku) (nmol/g doku) | (nmol/g doku) (nmol/g doku) (nmol/g doku)

Kontrol 24,41+8,9° 12,59+2,58° 10,34+3,19° 5,26+1,48° 7,51+1,46° 12,49+4,01° 1,19+0,22°
Yag 23,8+8,18° 12,33+5,09° 10,04+3,65° 5,04+1,95° 7,76%1,57° 11,45+3,3° 1,14+0,3°

Malathion 74,31427,43% | 27,83+6,58% | 24,3249,1° 14,516 14,83+3,99° 22,3749,53% 2,36+0,48°
Malathion+Ferulik 12,5 mg/kg | 59,07+16,82% | 21,55+8,71® | 20,58+8,23% 12,36+4,7% 13,62+4,19% 20,5+7,33° 2,04+0,44%
Malathion+Ferulik 25 mg/kg | 52,11£21,61% | 19,09+8,2" 16,16+3,88™ 9,8+3,19° 11,5+4,38% 18,37+5,5% 1,75+0,37°
Malathio+Ferulik 50 mg/kg 37,84+15,41° | 16,46+5,61° | 13,39+3,83° 8,98+3,52™ 9,06+2,65™ 15,29+5,74%® 1,91+0,3°
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4.1.2 Dokularda ve Kanda GSH Diizeyi

Cizelge 4.2°de GSH diizeyinin doku ve kandaki degisimleri gosterilmektedir. Ferulik asit uygulanan deneklerde kontrol gruplarina gore

kiyaslama yapildiginda beyin, bobrek, akciger, karaciger, testis ve kalpte GSH seviyelerinin arttig1 tespit edilirken, sadece malathion

uygulanan grubun GSH seviyeleri kontrol ve ferulik asit uygulanan gruplara gore anlaml seviyede diistiigii gézlemlenmistir. Malathion ve

ferulik asit gruplarini sadece malathion igeren grup ile karsilastirdigimizda azalma olustugu, GSH seviyelerinde ise anlamli seviyede

yiikselme oldugu ve hatta kontrol grubu seviyelerine yakinlastigi tespit edilmistir.

Cizelge 4.2 Kanda ve Dokular igerisindeki GSH diizeyleri

GSH Kan Bobrek Karaciger Kalp Beyin Akciger Testis
(nmol/ml) (nmol/g doku) (nmol/g doku) (nmol/g doku) (nmol/g doku) (nmol/g doku) (nmol/g doku)
Kontrol 42,11+13,54° 23,29+6,63° 21,69+6,9 7,03+2,79* 13,64+4,79° 17,48+5,37° 3,75+1,2%
Yag 41,21+3,99° 22,49+4.68° 20,38+2,4° 6,75+2,25° 13,59+5,52° 16,49+4 43° 3,69+0,82°
Malathion 25,75+7,11° 7,2742,92¢ 8,54+3,23¢ 2,58+1,04° 6,89+2,89" 9,2142,27° 1,92+0,68°
Malathion+Ferulik | 26,16+5,8° 10,08+3,3 12,09+4,22" 3,05+1,04° 7,36+2,69" 10,71+3,46™ 2,54+0,76"
12,5 mg/kg
Malathion+Ferulik | 30,64+6,91° 14,69+6,17™ 13,39+3,55" 3,51+1,22% 9,71+3,37%® 11,04+4,59" 3,04+1,08%®
25 mg/kg
Malathio+Ferulik | 35,19+5,93% 17,84+4 49% 15,4342 86" 5,11+1,65% 10,49+2,12% 14,09+3,55% 3,3+0,79%
50 mg/kg
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4.1.3 Dokularda ve Eritrositlerde CAT Aktivite Diizeyi

Cizelge 4.3’te CAT seviyelerinin dokulardaki ve eritrositlerdeki degisimi sunuldu. Malathiona maruz kalan kan ve dokulardaki CAT enzim

aktivitesinde fark edilebilir diistislere sebep oldugu, ferulik asit kullanimidan sonra ise enzim aktivitesinin pozitif bir artis gosterdigi ve

kontrol grubu seviyelerine dogru hareket ettigi goriilmiistiir.

Cizelge 4.3 Dokularda ve Eritrositlerde CAT Diizeyi

Katalaz Eritrosit Bobrek Karaciger Kalp Beyin Akciger Testis
(k/gHb) (k/ng protein) (k/ng protein) | (k/ng protein) | (k/ug protein) | (k/pg protein) | (k/ng protein)

Kontrol 14,36+5,03% 8,53+3,05° 5,27+0,98° 4,76+1,79% 3,88+1,54° 3,37+1,32° 2,9+0,71%
Yag 13,38+5,6° 8,42+3,07° 5,13+1,91° 4,59+1,2° 3,77+1,36° 3,17+0,93° 2,82+1,01°
Malathion 5,11+1,76° 2,85+1,16° 2,97+1,13° 2,24+(0,84° 1,85+0,47" 1,39+0,37° 1,53+0,31°
Malathion+Ferulik 12,5 mg/kg | 7,63+2,41% 3,51+1,06™ 3,49+1,43° 2,95+1,2° 2,41+0,8" 1,76+0,53" 1,68+0,44°
Malathion+Ferulik 25 mg/kg 8,59+3,39" 4,25+1,35% 3,76+0,9%° 3,31+0,85%® 2,76+0,57% 2,02+0,69" 1,9+0,61°
Malathio+Ferulik 50 mg/kg 11,01£2,87% 5,48+1,72° 4,46+1,17%° 3,45+1,3% 2,97+1,13% 2,72+1,64% 2,21+0,49%
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4.1.4 Dokularda ve Eritrositlerede SOD Aktivite Diizeyi

Cizelge 4.4’te SOD seviyelerinin dokulardaki degerleri sunuldu. Malathion temasi ile kanda ve kullanilan dokularinda SOD enzim

etkinliginde kontrol grubu ve ferulik asit gruplarina gére azalmaya nedeniyet verirken, eklenen ferulik asit ile SOD aktivitesinde yiikseligler

fark edilmistir.

Cizelge 4.4 Dokularda ve Eritrositlerde SOD Diizeyi

SOD Eritrosit Bobrek Karaciger Kalp Beyin Akciger Testis
(U/gHb) (U/ug protein) (U/ug protein) (U/ug protein) | (U/ug protein) | (U/ug protein) | (U/ug protein)

Kontrol 44,07+12,21° 6,18+2,2° 4,61+0,93° 3,28+1,05° 2,63+1,08° 3,97+1,09° 2,53+0,5°
Yag 41,78+11,19 6,12+2,29° 4,52+1,91° 3,21+1,12° 2,58+0,83% 3,83+1,25° 2,44+0,62°
Malathion 12,67+5,12° 2,25+0,58" 1,97+0,35° 1,47+0,57° 1,12+0,39° 1,65+0,57° 1,28+0,41°
Malathion+Ferulik 12,5 mg/kg | 18,23+7,36% 3,01£1,07° 2,32+0,74™ 1,68+0,65™ 1,18+0,32™ 2,24+0,69™ 1,39+0,46°
Malathion+Ferulik 25 mg/kg | 25,09+10,32™ 3,34+1,11° 2,61+0,63 1,97+0,5™ 1,57+0,43" 2,62+0,77 1,66+0,47
Malathio+Ferulik 50 mg/kg 33,48+7,95%® 5,81+2,28° 3,36+0,87" 2,4140,62% 1,91+0,56% 3,05+1,05%® 2,07+0,85%®

24




4.2 Histopatolojik Bulgular

Deney gruplarina ait organlarin histopatolojik degisiklikleri resim 4.1, resim 4.2, resim

4.3, resim 4.4, resim 4.5 ve resim 4.6’da gosterilmistir.
4.2.1 Beyin Dokusu Histopatolojik incelemesi

Resim 4,1’de A3. Numarali gorselde kalin ok ile belirtilen ¢izgiler damarlardaki
hiperemiyi, ince ok ile belirtilen ¢izgiler fokal glia hiicre infiltrasyonu alanlarini, okbas1
olarak belirtilen yerler ise ndéronlarda vakuolizasyon olusumlarin1 gostermektedir. A4.

ve A5 Numarali gorselde kalin ok damarlardaki hiperemiyi gdstermektedir.

Resim 4.1: Al. Kontrol grubuna ait beyin dokusu, A2. Yag grubuna ait beyin dokusu A3.
Malathion grubuna ait beyin dokusu A4. Malathion ve FA(12,5) grubuna ait beyin dokusu A5.
Malathion ve FA25 grubuna ait beyin dokusu A6. Malathion ve FA50 grubuna ait beyin dokusu
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Resim 4.2’de B3, B4 ve B5 Numarali gorsellerde kalin ok ile belirtilen cizgiler
alveollerde 6dem birikimini, ince ok ile belirtilen ¢izgiler Intersitisyel bolgede

4.2.2 Akciger Dokusu Histopatolojik Incelemesi

kalinlagsmay1 gostermektedir.

ger dokusu B3.

§ grubuna ait akci

Resim 4.2: B1. Kontrol grubuna ait akciger dokusu B2. Ya

ger dokusu

Malathion grubuna ait akciger dokusu B4. Malathion ve FA(12,5) grubuna ait akci

ger

ger dokusu B6. Malathion ve FA50 grubuna ait akci

BS5. Malathion ve FA25 grubuna ait akci

dokusu
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4.2.3 Kalp Dokusu Histopatolojik incelemesi

Resim 4,3’de C3, C4,C5 ve C6 numarali gorselde kalin ok ile belirtilen ¢izgiler
myokard hiicrelerinde hyalin dejenerasyonu alanlari, ince ok ile belirtilen ¢izgiler

damarlardaki hiperemiyi, okbasi olarak belirtilen yerler ise myokardda MNH

infiltrasyonu alanlarin1 gostermektedir.

Resim 4.3: C1. Kontrol grubuna ait kalp dokusu C2. Yag grubuna ait kalp dokusu C3.
Malathion grubuna ait kalp dokusu C4. Malathion ve FA(12,5) grubuna ait kalp dokusu C5.
Malathion ve FA25 grubuna ait kalp dokusu C6. Malathion ve FA50 grubuna ait kalp dokusu
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4.2.4. Karaciger Dokusu Histopatolojik incelemesi

Resim 4,4’de D3, D4,D5 ve D6 numarali gorselde kalin ok ile belirtilen ¢izgiler vena
sentralislerde hiperemiyi, ince ok ile belirtilen c¢izgiler hepatositlerde vakuoler

dejenerasyon alanlari, okbasi olarak belirtilen yerler ise c¢ift cekirdekli hepatosit

olusumlari gostermektedir.

Resim 4.4: D1. ontrol grubuna ait karaciger dokusu D2. Yag grubuna ait karaciger dokusu
D3. Malathion grubuna ait karaciger dokusu D4. Malathion ve FA(12,5) grubuna ait karaciger
dokusu D5. Malathion ve FA25 grubuna ait karaciger dokusu D6. Malathion ve FA50 grubuna

ait karaciger dokusu
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4.2.5 Bobrek Dokusu Histopatolojik Incelemesi

Resim 4,5’de E3, E4 ve E5 numarali gorselde kalin ok ile belirtilen ¢izgiler glomerulus

bowman boslugunda genisleme, ince ok ile belirtilen ¢izgiler tubuluslarda dejeneratif

degisiklikleri gostermektedir.

Resim 4.5: E1. Kontrol grubuna ait bobrek dokusu E2. Yag grubuna ait bobrek dokusu E3.
Malathion grubuna ait bobrek dokusu E4. Malathion ve FA(12,5) grubuna ait bobrek dokusu
ES5. Malathion ve FA25 grubuna ait bobrek dokusu E6. Malathion ve FA50 grubuna ait bobrek

dokusu
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4.2.6 Testis Dokusu Histopatolojik incelemesi

Resim 4,6’da F3, F4, F5 ve F6’da numaral1 gorselde kalin ok ile belirtilen ¢izgiler TSK
liimeninde spermatozoit yogunlugunda azalmayi, ince ok ile belirtilen ¢izgiler TSK
lumeninde vakuolizasyon olusumlari, okbasi olarak belirtilen yerler ise diizensiz bazal

membrana sahip TSK olusumlari degisiklikleri gostermektedir.

__ostsen
g, 200 ym

Resim 4.6: F1. Kontrol grubuna ait testis dokusu F2. Yag grubuna ait testis dokusu F3.
Malathion grubuna ait testis dokusu F4. Malathion ve FA(12,5) grubuna ait testis dokusu F5.
Malathion ve FA25 grubuna ait testis dokusu F6. Malathion ve FA50 grubuna ait testis dokusu
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4.3. Molekiiler Sonuclar

Doku hasart ile iliskili yangisal genlerin alinan karaciger ve bobrek 6rneklerindeki (IFN-
gamma ,TNF-a ve NFkB) ekspresyon diizeylerine bakildi. Sekil 4.1, sekil 4.2, sekil 4.3,

sekil 4.4, sekil 4.5 ve sekil 4.6’da analiz sonucunda alinan degerler gosterilmistir.

IFN-gamma B3 Yag
8- E2 Malatyon
a ab @D Malatyon+

Ferulik Asit 12,5 mg/kg

be Malatyon +
c Ferulik Asit 25 mg/kg

Malatyon +
Ferulik Asit 50 mg/kg

mRNA ekspresyon seviyelerinde
kat degisimi
H
1

LI\

OB H

Deney Gruplari (Bobrek)

Sekil 4.1 IFN- gamma seviyelerinin bobrek dokusudaki mMRNA ekspresyon

diizeylerindeki degisimi

IFN-gamma B3 Yag
T 10- E3 Malatyon
I 2 @ Malatyon+
3 8- b Ferulik Asit 12,5 mg/kg
> = =
@ % 6+ Malatyon +
8> Ferulik Asit 25 mg/kg
T Cc
% e cd
o x Malatyon +
® 2 d Ferulik Asit 50 mg/kg
< d E’a
< = F
T olhh

Deney Gruplari (Karaciger)

Sekil 4.2 IFN- gamma seviyelerinin karaciger dokusudaki mMRNA ekspresyon

diizeylerindeki degisimi
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NF-kB £3 Yag

5+ a E3 Malatyon

[ Malatyon+
Ferulik Asit 12,5 mg/kg

b Malatyon +
Ferulik Asit 25 mg/kg

Malatyon +
Ferulik Asit 50 mg/kg

R
%§
1 N

mRNA ekspresyon seviyelerinde
kat degisimi

T

Deney Gruplari (Bobrek)

Sekil 4.3 Nfkb seviyelerinin Bobrek dokusu mRNA ekspresyon diizeylerindeki degisimi

NF-kB B3 Ya§
6 a E3 Malatyon
0 Malatyon+
ab Ferulik Asit 12,5 mg/kg

Malatyon +
Ferulik Asit 25 mg/kg

Malatyon +
Ferulik Asit 50 mg/kg

ANMMMMDMIMIMNNY

T

mRNA ekspresyon seviyelerinde
kat degisimi

Deney Gruplari (Karaciger)

Sekil 4.4 Nfkb seviyelerinin karaciger dokusu mRNA ekspresyon diizeylerindeki

degisimi
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TNF-alfa

& ab

mRNA ekspresyon seviyelerinde
kat degisimi

T

Deney Gruplari (Karaciger)

E3 Yag
E3 Malatyon

[ Malatyon+
Ferulik Asit 12,5 mg/kg

Malatyon +
Ferulik Asit 25 mg/kg

Malatyon +
Ferulik Asit 50 mg/kg

Sekil 4.5 TNF alfa seviyelerinin karaciger dokusu mRNA ekspresyon diizeylerindeki

degisimi

TNF-alfa

ab b

AN
V2222

mRNA ekspresyon seviyelerinde
kat degisimi
N
1

Deney Gruplari (Bobrek)

B3 Ya§
E3 Malatyon

@ Malatyon+
Ferulik Asit 12,5 mg/kg

Malatyon +
Ferulik Asit 25 mg/kg

Malatyon +
Ferulik Asit50 mg/kg

Sekil 4.6 TNF alfa seviyelerinin bobrek dokusu mRNA ekspresyon diizeylerindeki

degisimi
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5. TARTISMA

Bilindigi iizere pestisitler tarimda c¢ok yaygin olarak kullanilmaktadir. Pestisitlerin
canlilar {izerine potansiyel yan etkilerinin oldugu bilinmektedir. En fazla kullanilan
pestisitlerin organofosfat bilesikler oldugu bilinmektedir. Organoklor bilesiklerin
cevreye ve canlilara verdigi zararin daha fazla olmasi sebebiyle yerini organofosfat
bilesiklere birakmistir. Organofosfatlar bagisiklilik sistemine etki ederek, kolinerjik ve
antikolinerjik yollarla toksik etkilerini olusturduklari son zamanlarda yapilan ¢aligmalar
1is1ginda soylenebilmektedir (Wong vd., 1992; Vial vd., 1996). Bu etkilerin sadece
immunolojik degisimlerle sinirli olmadigi 6nceki ¢alismalarda belirtilmistir. Malathion,
organofosfat bilesikler ile organofosfor bilesikler igerisinde oksidatif stres ve oksidatif
strese bagli olarak meydana gelebilecek potansiyel inflamasyonlarda en sik olarak
kullanilanlardan biridir. Bu ¢alismamizda malathionun ve malathiona karsi1 ferulik asitin
etkilerini gormek amaciyla 3 farkli doz grubu olusturarak arastirilmak istenmistir. Bu
dogrultuda 27 mg/kg’lik sabit malathion dozuna kars1 12,5 mg/kg, 25 mg/kg ve 50
mg/kg'lik artan ferulik asite bagli gruplar olusturulmustur. Bu ¢alismada doku hasarini,
oksidatif stresi, doku inflamasyonu gibi durumlarin doza bagli olarak degisimi

goriilmek istenmistir.

Lipaz enziminin inhibe oldugu kontrol grubu haricindeki tiim gruplarda goriilmiistiir.
Neredeyse tiim hiicreler ve organizma i¢in lipaz olduk¢a dnemli bir rol iistlenmektedir.
Lipazlar lipit substratlarin hidrolizinde gorev almaktadirlar. Lipid homoestazinin zarar
gormesi ile norodejeneratif hastaliklar (Quistad vd., 2003), obezite (Shi vd., 2004)
ateroskleroz (Macphee vd., 2006) ve kansere (Chiang vd., 2006) neden oldugu
sOylenmektedir. Organofosfat pestisitlerin antikolinerjik aktiviteleri vardir. Ayrica
organofosfatlarin hedefleri arasinda pestisit lipazlar ile diger bagka hedefler vardir. Bu
hedefler igin segici davranmaktadirlar (Casida, 2008). Yine baska bir g¢alismada
lipazlarin serin hidrolaz ailesinin bir {iyesi olan monoagil gliserol lipaz ve amid
hidrolazin bir organofosfat pestisit olan fenitrothionla olan iliskisi ¢alisilmis; her iki
enzimin de aktivitelerinde ileri dereceli diistisler oldugu gozlenmistir (Suzuki, 2014).
Malathionun etkisiyle lipaz enziminin her doz grubunda inhibe olmasi, ratlara gastrik
gavaj yoluyla verilen dozlarin metabolizmayr gii¢li bir bigimde etkiledigini

disiindiirmektedir.  Asetilkolinesteraz ¢alismalarimin  malathion ve organofosfat
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zehirlenmelerin  tanisinda  yogunlukta oldugu yapilan literatiir arastirmalarinda

goriilmektedir.

Organofosfat pestisitler gosterdikleri antikolinerjik aktiviteleriyle bilinmektedirler,
organofosfat pestisitler lipazlara ve farkli diger hedeflere de seg¢ici davranmaktadirlar
(Casida, 2008). Lipazlarla yapilan bir diger ¢alisma da serin hidrolaz ailesinden bir yag
asidi olan amid hidrolaz ve monoagil gliserol lipazin bir organofosfat pestisit olan
fenitrothionla olan iligkisidir. S6z konusu iki enzimin aktivitelerinde biiyiik diisiislerden
bahsedilebilmektedir (Suzuki, 2014). Elde ettigimiz bulgular dogrultusunda lipaz
enziminin her doz grubunda malathionun etkisiyle inhibe oldugu yoniindedir. Ratlara
verilen goreceli diisiik dozlarin metabolizmay1 bu denli gii¢lii bir bigimde etkilemesi
diistindiiriicidir. Literatiir arastirmalarina baktigimiz zaman malathion ve organofosfat
toksikasyonlarinin ~ tanisinda  olduk¢a  ¢ok  asetilkolinesteraz ~ caligsmalari
goriilebilmektedir. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda 3 grupta da amilaz aktivitesinde
artiglardan s6z etmek miimkiindiir, fakat bu artigin istatistiksel olarak anlamli oldugunu
sOylemek giictiir ( p = 0,017 ). Akut pankreatit rahatsizliginin organofosfat kaynakli
zehirlenmelerde fazlaca rapor edildiginden s6z edilmektedir. Amilaz seviyesinin bu

maruziyet ile kars1 karsiya kalan hastalarda yiikseldigi goriilmiistiir (Hsiou vd., 1996).

Mevinfos akut olarak ¢ok yiiksek doz organofosfat igeren bir bilesiktir. Mevinfos ile
intihar tesebbiisiinde bulunan kisinin hastaneye kaldirilmasi ile yapilan aragtirmalar
bitiminde amilaz seviyesi ve bununla birlikte bir¢ok parametrenin de degisklige
ugradig1 sdylenmektedir. Kontrol grubuyla kiyaslandiginda ¢alismamizdaki her grupta
bu artislarin oldugunu sdylemek miimkiindiir. Ancak malathion maruziyetinin miktari
ve/veya uygulama siiresi artirilmasi ile bu artiglarin istatistiksel olarak bir anlam
kazanabilecegi diisiiniilmektedir. Kontrol grubu ile Grup 3 ve Grup 4 arasindaki serum
TOS seviyesine bakildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu gorilmistiir (p=
0,004). Grup 2, Grup 3 ve Grup 4 karsilastirildiginda yine serum TOS seviyesinde
anlamli bir degisimden bahsetmek uygundur. Malathionun malaoksona doniisiimii

asamasinda bir¢ok reaktif oksijen tiirliniin ortaya ¢iktig belirtilmektedir.

Bir caligmada oksidatif stres durumunun malathionun glutatyon ile konjugasyonu

sonucunda sonlandirilabilecegi belirtilmektedir (Ranjbar vd., 2010).
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In-vivo ¢alismalarda organofosfatlarla indiiklenmis olan oksidatif stres siklikla
gosterilmistir.  Antioksidan koruma mekanizmasi organofosfat maruziyetlerinde
degismektedir. Bu asamada lipid peroksidayonunun arttigni gozlenmistir. Bazi
calismalarda kronik, subkronik ve akut maruziyetlerde lipid peroksidayonunda artiglar

oldugu goriilmiistiir (Teimouri vd., 2006; Oral vd., 2006).

Serum AGEs diizeylerine bakildiginda doz gruplarimiz ve kontrol grubu arasinda bir
artis gozlenmis olsa da istatistiksel olarak anlamli degisimin kontol grubu ile Grup 4
arasinda oldugu goriilmiistiir (p<0,002). AGEs noérodejeneratif hastaliklarda, karaciger
rahatsizliklarinda, diyabet komplikasyonlarinda ve hatta bazi kanser tiirlerinde bile rol
aldigi yapilan son c¢alismalarda belirtilmektedir (Palimeri vd., 2015). AGEs
seviyelerinin glukozun artmasiyla artacagi, aralarinda bir dogrusal iliskinin oldugu
bilinmektedir. Malathion ve diger organofosfat pestisitlerin bir¢ogu hiperglisemiye
nedeni olabilmekte ve glukoz diizeyindeki artma nedeniyle buna bagli olarak AGES
seviyelerinin de artacagi bildirilmektedir. Olusan AGEs, Tip 2 Diyabet veya insulin
direncine neden olabilmektedir. Bu etkiyi oksidatif stres yoluyla, inflamasyon yoluyla
ya da direkt olarak IRS-1’e etki ederek yapabilecegi diistiniilmektedir (Henriksen vd.,
2011).

Kontrol grubu ve diger doz gruplari arasinda bir karsilagtirma yapildiginda glukoz
degerlerinde anlamli bir degisim olmadig1 goriilmiistiir (p=0,329; p<0,013). Ilgili
caligmalarin birgogu glukoz homeostazinda organofosfat pestisitlere ait etkilerin
oldugunu soylemektedir. Bazi ¢alismalar gbz Oniine alindiginda karacigerin glukoz
tiretim miktarinda bazi degisimlere neden oldugu séylenmekte ve malathionun toksisite
durumunda glukoneojenez yoluyla bu degisimlerin kaynagi olabilecegi diigiiniilmektedir
(Mostafalou vd., 2012). Calismamizda gruplar arasi anlamli istatiksel degisim yoktur
fakat insiilin sonuglariyla birlikte degerlendirilmeye alindiginda bazi anlamlar kazandigi
diisiiniilmektedir. Bu sonuglar goz oniine alindiginda Grup 4’te Grup 1, Grup 2 ve Grup
3 ‘e kiyasla artmis bir glukoz seviyesi goriilebilmektedir. Aymi gruplar
degerlendirdigimizde, insiilindeki degisimin istatistiksel anlamli bir artisindan s6z
edilebilmektedir. Baska calismalarda, malathion uygulamalarinda hipergliseminin
olusabileceginden s6z edilmektedir. Bu a¢idan insiilin miktarinin artmasiyla glukozun

seviyesinin diismesi beklenirken, Grup 2 ve Grup 3 ‘de kan glukoz seviyesinde dnemli
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bir degisme goriilmemis, Grup 4’te ise kiiciik bir artig goriilmiistiir. Bu durum insiilinin
artmis glukozu diisiirmesinden kaynakli olabilecegi degerlendirilmektedir. Yine bir
baska c¢alismada, akut olarak ratlara 650 mg/kg malathion uygulandiginda
hipergliseminin olustugundan bahsedilmistir (Rodrigues vd., 1986). Uygulanan doz
miktarinin artirilmasi veya daha uzun siireli doza maruz birakilmasi hiperglisemi ile

karsilagilma ihtimalini arttirabilecegi diisiindiirmektedir.

Grup 4'te diger gruplara gore Glukoz-6-fosfat dehidrojenaz (G6PD) degerlerinde bir
artis gozlenmis fakat s6z konusu artigin istatistiksel olarak anlamli oldugu
diisiiniilmemektedir. Yapilan bir ¢alismada malathion, parathion ve chlorpyrifos tek
baslarma veya birbirileriyle kombine kullanilmis ve her iki durumun da glutatyon
rediiktaz ve glukoz-6-fosfat dehidrogenazin enzim aktivitelerinde baz1 artiglar oldugu
goriilmiistiir. Bu bulgularin 1s18inda organopestisitlerin tek baslarina ya da kombine
kullanimlarda oksidatif stres olusturabildikleri goriilmektedir (Ojha vd., 2009). Bununla
birlikte G6PD ve glukoz diizeylerinde gii¢lii pozitif bir korelasyondan soz
edilebilmektedir.

Organofosfat pestisitleri maruziyetlerinde tip 2 diyabet riski ve insulin direnci
karsilagilan en onemli komplikasyonlardandir. Malathionun subkronik modeliyle
yapilan ¢alismalarda oksidatif hasar ve inflamasyon ile ilgili parametreler
incelendiginde glisemi, sitokin ve insulin miktarlarinda artiglarin oldugu goériilmiistiir
(Lasram vd., 2014). Kan glukoz seviyesindeki artislara paralel olarak malathion
intoksikasyonunun insulin salinimini  arttirdi@i  yoniinde baska ¢alismalara da
rastlanmistir  (Pournourmohammadi vd., 2007; Vosough-Ghanbari vd., 2007; Nili-
Ahmadabadi vd., 2013). Kontrol grubu ve diger gruplar arasinda serum insulin
diizeyinde anlamli bir artistan bahsedilebilmektedir. Yapilan ilgili ¢alismalarin
birgogunda insulin direnci organofosfatlar ile olusan maruziyetlerde karsilasilan klinik
durumlarin en basinda yer almaktadir. Akut maruziyetlerde glukoz homoestazinin
bozulmasi sebebiyle hiperinsulinemi goriildiigiic baz1 ¢aligmalarda bildirilmistir
(Ghafour-Rashidi vd., 2007). Reaktif oksijen tiirleri insulin direncinin patofizyolojisinde
mithim bir yere sahip oldugu bildirilmektedir. Treonin fosfataz aktivitesinin inhibe
edilerek gergeklestirildigi bildirilmektedir (Mahadev vd., 2004). Calismamizda insiilin
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ve TOS seviyeleri arasinda gii¢lii bir korelasyondan bahsemek miimkiindiir. AGEs ve

insulin arasinda da yine giiglii bir korelasyon varligindan s6z edilebilmektedir.

Kontrol grubunun diger doz gruplariyla karsilagtirllmasinda BUN degerlerinde anlaml
olabilecek bir degisim goriilmemistir. Organofosfat kaynakli toksisitede etki altinda
kalabilecek hedef organlardan biri de bobreklerdir. Yapilan c¢alismalarda iire
diizeyindeki artiglarin sebebinin akut, subakut ve kronik toksisite oldugu tespit
edilmistir (Sivapiriya vd., 2006). Ure olusumu ile protein yikimi arasinda bir iliski
vardir. Bu durumun protein katabolizmasindaki artistan kaynaklanabilecegi yapilan

caligmalarda gosterilmistir (Lasram, 2014).

Taherdehi ve arkadaglari (2019) yilinda yaptiklari caligmada, Malathion’un erkek
ratlarin testislerinde Glutatyon (GSH) ve Malondialdehit (MDA) diizeyine etkisinin
arastirilmasi ve Askorbik Asit’in koruyucu roliinii aragtirmislardir. Yontemleri, yaklasik
200-250 g agirlinda olan 30 yetiskin erkek Wistar Rat’in1 her bir grupta 6 rat bulunmak
lizere 5 gruba boélmiislerdir. Bu gruplar; bir kontrol grubu (miidahale yok), sahte
(normal salin %0.9), deneysel Grup 1 (malathion 50 mg/kg), deneysel Grup 2
(Malathion 50 mg/kg + Askorbik Asit 200 mg/kg) ve deneysel Grup 3 (Askorbik Asit
200 mg/kg) gruplaridir. Malathion, solventler ve askorbik asit intraperitoneal olarak
enjekte edilmis olup 6 haftanin ardindan tiim gruplara MDA ve GSH degerlerini 6lgme
amaciyla sag testisleri kullanmiglardir. Elde ettikleri bulgularda Malathion’un MDA
diizeyini artirdigi, GSH diizeyini ise azalttigint gérmiislerdir (P < 0.001). Malathion’un
askorbik asit ile kombinasyonu halinde ise MDA seviyesini diisiirdiigii, GSH seviyesini
ise artirdigi sonucuna ulagmislardir. Arastirmanin sonunda elde ettikleri sonuglar ise
ratlarin testislerinde malathion kaynakli lipid peroksidasyonu ve oksidatif stres
sekillendigi bunun yani sira antioksidan 6zelligi sayesinde askorbik asidin malathion

kaynakl1 zehirli etkilere olumlu etki edebilecegine ulagmiglardir.

Salahshoor vd., (2020) yilinda yaptiklar1 ¢alismada Malathion’un erkek ratlarin tireme
parametrelerine neden oldugu hasara karsi Tribulus terrestis ekstraktinin etkilerini
incelemisglerdir. Bu ¢alismada 48 erkek Wistar ratin1 sekiz gruba ayirmislardir; birinci
grup, sham grubu (normal salin); ikinci grup, Malathion (250 mg/kg); tli¢iincii, dordiincii
ve besinci gruplar, T. terrestris gruplar (sirasiyla 2.5, 5 ve 10 mg/kg viicut agirligi); ve

alt1, yedi ve sekizinci gruplar ise Malathion + T. terrestris (2,5, 5 ve 10 mg/kg) seklinde
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calismislardir. Calisma neticesinde, erkek iireme parametrelerinin degerlerinde artan
MDA diizeyiyle ve Malathion grubunda sham grubuyla karsilastirildiginda 6nemli
Olgiide azalma ( P < 0,01 ) ile karsilasmislardir. Calismalar1 sonucunda, Tribulus
terrestris Oziinlin, Malathion'un bazi erkek iireme parametreleri iizerindeki toksik

etkilerini hafiflettigini gormiislerdir.

Abbasabad Arab vd. (2018) yilinda yaptiklar1 calismada Malathion’un disi rat
dokusundaki MDA diizeyi ve GSH igerigi lizerine etkilerini belirlemis ve Askorbik
Asit’in koruyucu roliinii degerlendirmislerdir. Bu ¢alismada 30 yetigkin, disi, Wistar
ratlar1 (200-250 g) kullanilmis ve her biri 6 rattan olusan 5 grup (grup-1: kontrol grubu
(miidahale yok), grup-2: sahte grup ( normal salin %0.9 50 mg/kg ), grup-3: Askorbik
Asit 200 mg/kg, grup-4: Malathion 50 mg/kg ve grup-5: Malathion 50 mg/kg +
Askorbik Asit 200 mg/kg) olusturmuslardir. iki haftanin sonunda veriler, malathionun
kontrol grubuna gére MDA diizeyini artirdigini ve GSH igerigini azalttigin1 gostermistir
(p<0,001). Ayrica, malathion'un Askorbik Asit ile kombinasyon seklinde uygulanmasi,

rat yaumurtalik dokusunda MDA seviyesini diisiirmiis ve GSH igerigini arttirmistir.

Erthal vd. (2020) yilinda yaptiklart calismada ratlarda juvenil ve peripubertal
donemlerde testis gelisimi sirasinda  diisik doz Malathion’un etkilerini
degerlendirmislerdir. Bu amacla 45 erkek Wistar rat’im1 3 gruba ayirarak 40 giin
boyunca % 0,9 tuzlu su i¢inde seyreltilmis 10 mg/kg veya 50 mg/kg malathion'a olarak
maruz birakilmis. Sonug olarak her iki malathion dozunun da sperm sayisini azalttigini
ve anormal sperm sayisini artirdigim1  gézlemlemisler, GSH seviyesinde Onemli

diisiislere neden olmuslardir.

Aksoy ve Alper (2019) yilinda yaptiklar1 ¢aligmada ari siitiiniin malathion kaynakli
toksisite ve  biyokimyasal degisiklikler iizerindeki etkilerini  belirlemeyi
amaglamislardir. Calismada ratlar kullanilmis ve 6 gruba ayrilmis (kontrol, plasebo
grubu ratlara tasiyici kimyasallar (%1 DMSO) uygulanmis, malathion grubu ratlarina
deri altindan DMSO i¢inde 0.8 g/kg malathion enjekte edilmis, ar1 siitii grubundaki
ratlara 100 mg/kg art siitii iceren salin soliisyonu gavaj ile verilmis, ar1 siiti ve
malathion grubundaki siganlara ise 0.8 g/kg malathion enjeksiyonundan 1 saat dnce
gavaj yoluyla 100 mg/kg ar siitii verilmis, malathion ve ar1 siitii grubuna da 0.8 g/kg

malathion enjeksiyonundan 1 saat sonra gavaj yoluyla 100 mg/kg art siitii verilmistir) ve
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incelenen sonuglar neticesinde; malathion gruplarinda eritrosit, karaciger, bobrek ve
beyin MDA (malondialdehit) konsantrasyonlarinin diger gruplara gore istatistiksel
olarak anlamli derecede yiiksek oldugu bulunmustur (p<0.05), kontrol ve sham
gruplarina gore beyinde GSH (glutatyon) konsantrasyonlarinin arttigi, eritrosit,
karaciger ve bobrekte azaldigi goézlenmistir, eritrosit, karaciger, bobrek ve beyin
dokularinda CAT (katalaz) konsantrasyonu kontrol ve sham gruplarina gore anlamli
olarak azalmistir (p<0.05), SOD (sliperoksit dismutaz) konsantrasyonu diger gruplara
gore anlamli olarak azalirken (p<0.05), tedavi ve Onleme gruplarinda SOD
konsantrasyonu digerlerine gére anlamli olarak artmistir (p<0.05). Elde edilen bulgular
neticesinde ar1 siitlinlin antioksidan etkisinin organofosfat iceren ve oksidatif strese yol
acabilen insektisitlerden biri olan malathion tedavisini destekleyebilecegini One
siirmiiglerdir. Ar1 siitiiniin profilaktik 6zelliklerinin malathion toksisitesi {izerinde

terapotik ozelliklere gore daha etkili oldugu diistintilmiistiir.

Selmi ve arkadaglart (2015) yilindaki ¢aligmalarinda anne siiti yoluyla gecen
malathionun, rat yavrularinin bobrek ve karacigerindeki oksidatif stres, fonksiyonel ve
metabolik parametreler lizerindeki etkilerini belirlemeyi amaglamislardir. Malathiona
maruz kalmanin (200 mg/kg, viicut agirlhign (vw)) MDA igerigindeki artisla
degerlendirilen oksidatif stres durumunu indiikledigini ve ayrica dogum sonrasi
giinlerde SOD ve CAT verilerinde azalma gormiislerdir. Bu bulgular, yavrularinin anne
siiti yoluyla emzirme sirasinda malathiona maruz kalinmasinin bobrek ve karaciger

oksidatif stresine neden oldugunu gérmiislerdir.

Ranjbar vd. (2010) yilinda yaptiklar1 arastirmada, bir fosfodiesteraz-5 inhibitorii olarak
pentoksifilinin, rat beyin mitokondrilerinde malathion kaynakli oksidatif hasar
tizerindeki olas1 koruyucu etkilerini arastirmislardir. Ratlar, malathion (200 mg/kg/giin)
ve pentoksifilin (PTX, 50 mg/kg/giin) iiriinlerini kombinasyon halinde veya tek basina
almiglardir. 1 haftalik uygulamadan sonra alinan verilerde; glutatyon peroksidaz (GSH-
Px), katalaz (CAT), bakir-¢cinko siiperoksit dismutaz (Cu/ZnSOD) ve manganez
siiperoksit dismutaz (MnSOD) gibi enzimatik siipiiriiciilerin aktivitesi Ol¢lilmiistiir.
Malathion, tiim beyin homojenatinda CAT, Cu/ZnSOD, GSH-Px aktivitelerini uyarmis,
LPO ve NOx'l artirmistir ve GSH/GSSG'yi azaltmistir. Malathion, kontrol grubuna
kiyasla MnSOD proteininin ekspresyonunu belirgin sekilde artirmistir. Malathion, AT
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tarafindan geri kazanilan mitokondrinin canlilifin1 azaltmistir. Oksidatif hasarin, en
azindan kismen, mitokondrideki malathionun AT ile karsilagtirilabilir PTX ile geri

kazanilabilen toksisite mekanizmasi oldugu sonucuna varilmaistir.

Fortunato vd. (2006) yilinda gerceklestirdikleri arastirmada malathion kaynakli lipid
peroksidasyonunu (LPO), protein karbonilasyonunu belirlemek ve malathion ratlarin
beyinlerinde antioksidan sistemi degistirip degistirmedigini belirlemek amaciyla
yapmuglardir. Malathion, akut ve kronik protokollerde intraperitoneal olarak 25, 50, 100
ve 150 mg malathion/kg dozlarinda uygulanmistir. Alinan sonuglarda, beyindeki
LPO'nun hem akut hem de kronik protokolde arttigini1 géstermistir. Artan oksidatif stres,
akut malathion protokoliinde korteks, striatum ve kronik malathion protokoliinde
hipokampusta gozlenen katalaz (CAT) ve siiperoksit dismutaz (SOD) gibi antioksidan
enzimlerin aktivitesinde artiga sebep olmustur. Varmis olduklari netice ise malathion'un
oksidatif stresi indiikledigini ve secici beyin bolgelerinde SOD ve CAT aktivitesini

modiile ettigini gostermistir.

Jalili vd. (2019) yilinda yapmis olduklar1 calismada, malathionun rat karacigeri
tizerindeki toksik etkilerine karsi resveratroliin etkilerini degerlendirmiglerdir. Bu
calismada 48 erkek rat rastgele 8 gruba ayrilmis: kontrol grubu (salin) ve malathion
kontrol uygulanan gruplar (50 mg/kg), resveratrol gruplar1 (2, 8 ve 20 mg/kg) ve
malathion + resveratrol uygulanan gruplar (2, 8 ve 20 mg/kg) olmak iizere
siniflandirmiglardir. Uygulamalar 14 giin boyunca her giin intraperitoneal olarak
uygulanmistir. Histolojik analizlerde, kontrol ve resveratrol uygulama gruplarinda
karaciger normal yapisini gostermistir. Malathion kontrol grubunda ise malathion
uygulamas1 sonrasinda karacigerde belirgin degisiklikler ve hasarlar goriilmistiir. Bu
anomaliler arasinda beyaz kan hiicrelerinde artis (iltthap), artan diizensizlikler,
sinlizoidal dilatasyon ve hepatosit vakuolizasyonu (nekroz) yer almistir. Malathion +
resveratrol uygulamasi ile tiim dozlarda uygulama, malathion toksisitesinin neden

oldugu karaciger hasarini azalttig1 gorilmistiir.

Abdel-Salam vd. (2017) yilinda, nitrik oksit sentaz (NOS) inhibitérii olan NG-nitro-I-
arginin metil esterin ve NOS inhibitorii olan 7-nitroindazoliin (7-NI) oksidatif stres
tizerindeki etkisini arastirmis ve beyin ile karacigerdeki doku hasarini incelemislerdir.

Sonuglarda, malathion, belirgin histopatolojik degisikliklere neden olmus ve beyin ile

41



karaciger dokularinda iNOS ekspresyonunu artirmistir. Beyin dokusunda, sadece
malathion uygulanan ratlarda, niikleer piknotik dejenerasyon, yogun bazofili ve néronal
hiicrelerin apoptotik cekirdekleri sergileyen Purkinje hiicre tabakasinin ¢ogunun yok
edilmesi seklinde siddetli histopatolojik degisiklikler gdstermislerdir. Ote yandan,
sirastyla 10 ve 20 mg/kg'da 7-NI uygulanan ratlarda, tikanmis néronal damarlara ek
olarak normal noronal dokulara da rastlanilmistir. 7-NI'nin daha yiliksek dozunun
uygulandig1 grupta ise, 6kromatik ¢ekirdekli néronlar normal bigimde tespit edilmistir.
Karaciger dokusunda ise malathion, fibrotik ipliklerin olusumu ile hepatik lobiillerin
diizensizligi ile birlikte karaciger yapisinda ciddi hasara neden olmustur. Hepatik
hiicreler, piknotik ¢ekirdekli vakuolar balonlasan sitoplazma, genislemis ve safra duktal
epitel hiperplazisi ile tikanmis goriinen hepatik damarlarin etrafinda inflamatuar
infiltrasyonlar bi¢iminde dejeneratif oOzellikler goriilmistir. 1-NAME ile birlikte
malathion uygulanan ratlarda, bazi hepatositlerin hiicresel zarlarmi kaybettikleri,
genislemis ve tikanmig karaciger damarlar1 ve karacigerin normal yapisina sahip oldugu

gOriilmiistiir.

Ince vd. (2017) yilinda yapmis olduklar1 ¢alismada, ratlarda malathion kaynakli
toksisite lizerinde taurinin koruyucu etkisini degerlendirmeyi amaglamislardir. Toplam
48 erkek rat 6 esit gruba ayrilmis: Kontrol ratlarina oral olarak 0.5 ml fizyolojik tuz
coOzeltisi verilmis, Misir yagir grubundaki ratlara agizdan 0,5 ml misir yag verilmis,
Malathion grubundaki ratlara 27 mg/kg (1/50 LD50) dozunda 0.5 ml musir yaginda
¢oziindiiriilmiis ve oral yolla verilmis, diger gruplar; Malathion (27 mg/kg) ve taurin
(0.5 ml fizyolojik tuz soliisyonunda ¢6ziilmiis) sirastyla 50, 100 ve 200 mg/kg dozunda
ratlara 30 giin siiresince agizdan verilmistir. Bu uygulamanin proinflamatuar sitokinler
tizerindeki etkisi incelendiginde, IF-y, IL1-p, TNF-a ve NFkB mRNA ekspresyon
seviyeleri gibi proinflamatuar sitokinler kontrol grubu ile karsilagtirildiginda, malathion
uygulamasi IF-y, IL1-B, TNF-a ve NFkB mRNA ekspresyon seviyelerinin sirastyla 5,
1.7, 2.3 ve 2.5 katinda artmasina neden oldugu goriilmiistiir (p < 0.05). Ancak IF-y ve
NFkB mRNA diizeylerinin malathion grubuna gore taurin uygulama gruplarinda 2 kat

oraninda azaldig1 tespit edilmistir (p < 0.05).

Rosety ve ark., 2005, malathiona akut maruziyetten sonra yaldizli ¢ipura Sparus aurata

L'nin solungaclarindaki antioksidan yaniti ve histopatolojik degisiklikleri kronolojik
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olarak degerlendirmeyi ve geri donilisii olmayan hasar meydana gelmeden 6nce erken
uyar1 biyogdstergeleri olarak potansiyel rollerini degerlendirmeyi amaclamistir. 24, 48,
72 ve 96 saat boyunca sublethal malathion konsantrasyonuna (0.4 mg / I) maruz kalan
solungac¢ dokularinda onemli modifikasyonlar, arastirmacilar tarafindan g¢alisilan tiim
detoksifikasyon enzimleri (siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve gluthathione

peroksidaz (GPX) iizerinde gbzlenmistir.

Cristina ve ark., 2008 tarafindan yiiriitiilen "Malathion indiiklenen Carassius auratus
gibelio solungaglar1 ve bobreginde histolojik modifikasyonlar" baglikli bir ¢alismada,
solungaclar ve bobrek dokulari, 24 saatlik maruz kalma siiresi boyunca histolojik
degisiklikleri gormek icin 0.05 mg / | malathiona maruz birakilmistir. Bu degisiklikler
arasinda sitoplazmanin vakuolizasyonu, hiicre ve niikleer hacimlerdeki degisiklikler,
ayrik kiibik epitel hiicreleri astar1 ve bazal membrandan renal tiibiililer yer aldi. Bu
hasarlarin sonraki 48 ve 72 saat boyunca sublethal malathion'a maruz kalma siiresinde
devam ettigini gozlemlemislerdi. Bunlar arasinda epitel hiicrelerinde artmis sitoplazma
asidofili ve 48 saatlik maruziyeti takiben melanomakrofaj agregalarinin ortaya ¢ikmasi
yer aliyordu. Bu degisikliklere ek olarak, arastirmacilar ayrica hiicrelerin igindeki
nekrotik renal tubuli, piknotik ve hipertrofik ¢ekirdekleri de fark ettiler. 72 saatlik
maruziyetin ardindan, glomeriillerin kasilmasini, Bowman'm boslugunun genislemesini,
lenfositlerin renal epitel igine niifuz ettigini ve renal tubulilerin liimeninin daraldigini
bildirmislerdir. Bu nedenle, epitel hiicrelerinin biiyiikliiglindeki ve yapisindaki
degisikliklerin, bobrek tiibiilinin dar liimeninin ve niikleer degisikliklerin bdbrek
fizyolojisinde ve islevlerinde degisiklik oldugunu varsaymislardi. Bu arastirmanin
bulgusuna gore, malathion ile tedavi edilen baliklar, 48 saat maruz kaldiktan sonra
solungac yapisinda epitel riiptiirleri, sekonder lamel flizyonu ve dalsal epitel hiperplazisi
gibi histolojik degisiklikler gdsterdi. 72 saat sonra, arastirmacilar tarafindan vaskiiler
tikaniklik gozlendi. Arastirmacilar tarafindan belirtildigi gibi, lameller flizyon ve
sekonder lamel hiperplazisi muhtemelen solungag kirilganligini azaltabilecek koruyucu
davranis olabilir. Arastirmacilar, lameller fiizyon ve sekonder lamel hiperplazisi gibi
yapisal degisikliklerin, baliklarda bogulmaya neden olacagini ve solunum kani ile
ksenobiyotikler arasindaki difiizyon mesafesinin artmasina neden olacagini varsaydilar.
Magar ve Shaikh tarafindan 2013 yilinda malathion'un bobrek ve karaciger gibi

detoksifiye edici organ iizerindeki etkisi lizerine yapilan bir ¢aligmada, 7 giin boyunca
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ticari sinif malathionun (% 50 EC) subdliimciil konsantrasyonuna maruz kalan tatl su
baligi Channa punctatus, deney organlarinda histopatolojik degisiklikler sergilemistir.
Her ikisi de yiiksek derecede dejeneratif bobrek ve Bowman'in kapsiiliinde ciddi nekroz
ve bosluklarin yani sira glomertillerin ve bobrek tiibiillerinin biiziilmesi ile tiibiilleri
topladigin1  kaydetmisti. Bu arastirma ¢alismasinin bulgularina gore, Channa
punctatus'un 4 giin boyunca malathiona maruz kalan karaciger dokulari, sitoplazmanin
dejenerasyonunu ve hepatositlerin vakuolizasyonunu gostermistir. Pugazhvendan ve
ark., 2009, tath su balig1 Ophiocephalus punctatus'ta malathion toksisitesinin etkisini
aragtirmis ve baliklar iizerinde histopatolojik degisiklikler gozlemlemigtir. 16 ul / L
olarak bulunan tatli su balig1 Ophiocephalus punctatus i¢in malathionun LC50 degerini
tahmin etmislerdir. Arastirmacilar tarafindan bildirilen iist ve alt% 90 giiven sinirlarinin
strastyla 20 pl / L ve 12 pl / L oldugu bulunmustur. Arastirma bulgularina goére, kontrol
baliklarinin kasindaki protein igerigi 7. giinde (10.25 £ 0.4mg / g) en yiiksek aktiviteyi
gosterirken, kontrol grubunda 0. giinde (8.5 = 0.4mg / g) daha diisiik degere tanik
olunmustur. Ote yandan, malathion'a maruz kalan baliklar, deneyin 7. giiniinden sonra
cok diisiik kas proteini degeri, yani (6.25 + 0.1mg / g) gosterdi. Beynin histolojisinin
normal oldugu ve kontrol baliklarinin sinir hiicreleri tarafindan diizgiin bir sekilde
hizalandig1 gozlendi. Malathion'a maruz kalan baliklarda parcalanan ve ciddi hasar
gormiis sinir hiicreleri sergilendi. Noral demetlerin parcalanmasi goriildii. Benzer
sekilde, arastirmacilar tarafindan kontrol baliklarinin solungaglarinda normal mimari
rapor edilmistir. Arastirmacilar, deneysel balik solungacglarinda ciddi hasar, gozle
goriliir 6dem ve aktif mukoza salgilanmasi gézlemlemislerdi. Sekonder lamellerin
epitel hiicrelerinin tahrip oldugu gozlendi, birka¢ lamel kivrildi ve sonunda
solungaclarin tikanikligina ve kanamasina yol ag¢ti. Solungaglar, pestisitin 7 giin maruz
kalmasmmin ardindan dogal rengini kaybetti. Pugazhvendan ve ark.,, 2009,
calismalarinda, kontrol baliklarinda karacigerin normal histolojik mimarisini
gozlemlemislerdir, ancak deneysel balik karacigerinin histopatolojisi, kanall1 hiicrelerin
cogaldigini ve hepatik hiicreler arasinda kiiclik bosluklarin ortaya ¢iktigini1 géstermistir.
Karaciger dokusu dejeneratif ve nekroz ile dagilmis olarak bulundu. Kontrol
baliklarinda normal yumurtalik dokusunu gézlemlemislerdi. Deneysel baliklarda, inhibe
edilmis oosit gelisimi, kirik germinal vezikiiller, yumurta saris1 graniillerinin

kaybolmasi ve bircok rahatsiz edici oogonya arastirmacilar tarafindan gdzlenmistir.
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Magar ve Dube, 2013, Channa Punctatus'un kalp dokusunda metabolik profiller ve
histolojik c¢alismalar iizerinde malathionun subdliimciil konsantrasyonunun etkisini
arastirmig ve Channa punctatus'un kalbinin normal yapisini bulmuslardir. Malathion ile
tedavi edilen baliklarda kalp kasinda tikaniklik ve atrofi oldugu gozlendi. Arastirmaci,
kas liflerinin birbirinden ayrilmasiyla birlikte kas lifinin vakuoler dejenerasyonunu
gozlemledi. Ayrica, malathion ile tedavi edilen baliklarin miyokard liflerinde

enflamatuar hiicrelerin toplanmasi ile birlikte kanama ve hemolizi de fark etmislerdir.
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6. SONUC ve ONERILER

Yapilan ¢aligmada malathion verilen doku numunelerinde, lipid peroksidasyonuna bagli
MDA seviyelerinin arttigi, GSH, CAT ve SOD antioksidan enzim etkinliginin diistigi
ve alinan doku orneklerinde hasara ait histopatolojik farkliliklarin oldugu goriilmiistiir.
Malathion ile ayn1 anda verilen 12,5, 25 ve 50 mg/kg dozda ferulik asitin ise olusan
durumlari tersine yonlendirdigi goriilmistiir. Sonug olarak ferulik asitin malathion ile
indiiklenen biitiin doku hasarlarina kars1 antioksidan, antiinflamatuvar etkisi ile birlikte
dokuyu koruyucu olarak gosterdigi etki belirlendi. Degerlendirildiginde, 6zellikle
ferulik asit agisindan zengin gida 6gelerinin (bugday, yulaf, piring, portakal, enginar ve
ananas gibi bitkiler) tiiketilmesinin, insan saglig1 agisindan malathion basta olmak tizere
oksidatif stres kaynakli doku hasarlarina neden olan pestisiterin maruziyetine karsi

koruyucu etkilerinin olma potansiyeli tasidigi goriilmistiir.

Bu c¢alismada bir pestisit olan malathionun, neden oldugu oksidatif stres hasarlarina
kars1 ferulik asitin koruyucu etkisinin belirlenmesi literatiire ilave bilgilerin girmesine
olanak saglamig ve ayrica pestisit kaynakli olusabilecek olumsuz etkilerin

azaltilmasinda ferulik asitin kullanilabilecegini gostermistir.
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